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1. OZET

Bu ¢aligmada immatiir siganlardaki kafa travmasinin ge¢ donem (eriskin donem)
etkilerini ve travma sonrasi akut tek doz MK-801 kullaniminin uzun doénem
noroprotektif etkisini arastirmak amaglanmistir. Calismada immatiir si¢anlara travma
sonrasi intraperitoneal 1 mg/kg MK-801 uygulanarak 16 hafta boyunca haftalik viicut
agirligi 6lgiimleri yapilarak takip edildi ve 16. haftanin bitiminde agik alan ve Morris
su labirenti testleri uygulanmistir. Davranig testlerinden sonra siganlara sakrifikasyon
islemi uygulanarak, beyin dokular1 ¢ikartilmistir. Elde edilen beyin dokularinda
bilateral hipokampal CA1, CA3 ve DG alanlarinda ndron sayimi yapilarak morfolojik
degerlendirme gergeklestirilmistir. Ayrica sicanlarin beyin dokularmnin bir kismi
histolojik olarak sinir blyiime faktorii (NGF, Nerve Growth Factor), beyin kaynakli
norotrofik faktor (BDNF, Brain Derived Neurotrophic Factor), N-Metil-D-Aspartik
asit reseptori (NMDA-R, N-methyl-D-aspartate receptor) ve glial fibriler asidik
proteinin (GFAP, glial fibrillar acidic protein) immunohistokimyasal boyama ile
hipokampus  dokusundaki  dagilimlar1  incelenmistir.  Hipokampus  doku
homojenatindaki NGF, BDNF ve NMDA-R protein dizeyleri ise ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) yontemleri ile incelenmis ve bu molekillerin Gizerinde

MK-801’in beyin hipokampus bdlgesindeki etkileri degerlendirilmistir.

Calismadan elde edilen bulgulara gore; siganlarin kilo artigi/azalisi agisindan
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik gostermedigi belirlenmistir
(p>0.05). Hipokampal néron sayimi bulgularma gore travma+ MK-801 grubundaki
siganlarmn bilateral hipokampusun CAl, CA3 ve DG alanlarindaki néron sayilarinin
korundugu ve kontrol grubuna yakin diizeyde seyrettigi belirlenmistir.
Immunohistokimyasal bulgulara gére, travmanin bilateral hipokampusun CA1, CA3
ve DG alanlarmda BDNF, NGF ve NMDA-R ekspresyonlarini istatistiksel olarak
anlamli bir gekilde azalttigi, MK-801 uygulamasinin ise BDNF, NGF ve NMDA-R
ekspresyonlarindaki azalmayi tersine c¢evirerek arttirdigi bulunmustur. Ayrica MK-
801’in hipokampal alanlardaki GFAP ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde arttirdigi gozlemlenmistir. ELISA bulgular1 ise histolojik bulgulara benzer
sekilde, sag hipokampus bolgesinde NGF, BDNF ve NMDA-R protein duzeylerinde

travma grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma bulunmustur

1



(swrasiyla p=0,026, p= 0,017 ve p=0,001). Travma+ MK-801 uygulanan grupta ise
travma grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis gozlenmistir (sirasiyla p=0,035,
p=0,030 ve p=0,001). A¢ik alan testi bulgularma gére travma+ MK-801 grubunun orta
alanda gecirdigi slirenin en yiiksek, perifer alanda gegirdigi siirenin ise istatistiksel
olarak anlamli diizeyde en diisiik oldugu belirlenmistir. Ayrica travma+ MK-801
grubunun katettigi mesafe ve hareket hizi en yiiksek bulunmustur. Morris su labirenti
bulgularma gore travma+ MK-801 grubunun platform bulma suresinin travma grubuna
kiyasla daha kisa oldugu belirlenmistir. Yiizme hiz1 agisindan 4. glinin sonunda
gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0.05). Travma+ MK-801
grubunun hedef kadranda gecirdigi siirenin travma grubuna kiyasla daha uzun oldugu,
ayrica travma grubunun hedef kadranda gecirdigi siirenin kontrol grubuna gore
istatiksel anlamli1 olarak daha kisa oldugu belirlenmistir. Sonug olarak travmatik beyin
hasarinin 6grenme ve bellegi olumsuz yonde etkiledigi anlamli bir sekilde ortaya

konmustur.

Anahtar Kelimeler: Travmatik beyin hasari, immatiir sican, bellek, 6grenme, MK-801,

ELISA, BDNF, NGF, NMDA-R, GFAP.



2. ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the long-term effects of head trauma on
immature rats and the long-term neuroprotective effect of acute single-dose MK-801
after trauma. In the study, immature rats were followed by intraperitoneal 1 mg/kg
MK-801 after trauma and followed by weekly body weight measurements for 16
weeks and at the end of the 16th week Open Field and Morris Water Labyrinth Tests
were applied. After behavioral tests, rats were sacrified and brain tissues were
removed. Morphological evaluation was performed by obtaining neuron counts in
bilateral hippocampal CAl, CA3 and DG areas in brain tissues obtained. In addition,
some of the brain tissues of rats are histologically detected as nerve growth factor
(NGF), brain derived neurotrophic factor (BDNF), N-Methyl-D-Aspartic acid receptor
(NMDA-R) and glial fibrillar acidic protein (GFAP) immunohistochemical staining
and distribution in hippocampus tissue were investigated. NGF, BDNF and NMDA-R
protein levels in the hippocampus tissue homogenate were investigated by ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) and the effects of MK-801 on the brain

hippocampus region were evaluated.

According to the findings obtained from the study; there was no statistically
significant difference between the groups in terms of weight gain / decrease in rats (p>
0.05). According to the findings of the hippocampal neuron count, it was determined
that the number of neurons in the CA1, CA3 and DG areas of the bilateral hippocampus
in the trauma + MK-801 group were maintained and were close to the control group.
According to immunohistochemical findings, the trauma was found to significantly
decrease BDNF, NGF and NMDA-R expression in the CAl, CA3 and DG areas of the
bilateral hippocampus, while the use of MK-801 increased the reversal of BDNF, NGF
and NMDA-R expression. In addition, it was observed that MK-801 significantly
increased GFAP expression in hippocampal areas. Similar to the histological findings,
ELISA findings showed a statistically significant decrease in NGF, BDNF and
NMDA-R protein levels in the right hippocampus in the trauma group compared to the
control group (p = 0.026, p = 0.017 and p = 0.001, respectively). There was a
statistically significant increase in trauma + MK-801 group compared to trauma group
(p = 0.035, p = 0.030 and p = 0.001, respectively). According to the open-field test
results, it was determined that the time spent in the middle area of the trauma + MK-
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801 group was highest and the time spent in the periphery was the lowest. In addition,
trauma + MK-801 group had the highest distance and movement speed. According to
Morris water maze findings, trauma + MK-801 group was found to be shorter than the
trauma group. There was no significant difference between the groups at the end of
day 4 in terms of swimming speed (p> 0.05). It was determined that the time spent in
the target quadrant of the trauma + MK-801 group was longer compared to the trauma
group, and that the time spent in the target quadrant of the trauma group was
statistically significantly shorter than the control group. As a result, it has been shown

that traumatic brain injury negatively affects learning and memory.

Keywords: Traumatic brain injury, immature rats, memory, learning, MK-801,
ELISA, BDNF, NGF, NMDA-R, GFAP.



3. GIRIS ve AMAC

Kafa travmasi, insanlik tarihi kadar eski olmasina ragmen, bugiin halen mortalite
ve morbiditenin en 6nemli nedenlerinden biri olarak, ¢ok sayida insan1 etkilemektedir
(1, 2). Kafa travmasi terim olarak; hareket halindeki bir cismin duran kafaya, hareket
halindeki kafanin duran bir cisme ¢arpmasi veya degisik hizlarda hareket eden kafa ile
cisimlerin carpigmalart sonucu olusan kinetik enerjinin kafatasi ve icindekileri
ilgilendiren bir hasara donligmesi anlamina gelmektedir. Bu arastirmada kafa travmasi,

travmatik beyin hasari (traumatic brain injury-TBH) olarak ele alinmustir.

Kafa travmasi ile beynin daha ¢ok korteks ve hipokampusu etkilenmektedir.
Hipokampus spasyal 6grenme ve bellek ile iliskilidir (3, 4). Onceki calismalar,
hipokampal noronal kaybin ayni taraftaki hipokampal alanlarla sinirli olmadigini,
kontralateral hipokampal bolgelerde de néronal kayip oldugunu ortaya koymustur (5,
6). Kafa travmasinin &zellikle hipokampusu etkilemesiyle bellek de
etkilenebilmektedir. Hipokampal néronlardaki kayip, kafa travmasindan sonra siklikla
goriilen bellek sorunlarinin nedenini olusturmaktadir (7). Daha Onceki yapilan
calismalarda kafa travmasi ile immatiir siganlardaki 6grenme ve bellegin bozuldugu
(8) ve hipokampal inaktivasyon ile Morris su labirentinde 6grenme siirecinin uzadigi,

deneklerin probe trialde amagsizca yiizdiikleri goriilmiistiir (9).

Hipokampus alanlar1 spasyal 6grenme ve hatirlama siirecinde entorhinal korteks,
prefrontal korteks, parietal korteks, anterior cingulat cortex, striatum ve amigdala ile
birlikte ¢alisir (10). Prefrontal korteks, spasyal 6grenme modelinin tamamlanmasinda
hipokampus dis1 yapilarin en 6nemlisidir. Hipokampus ile prefrontal korteks spasyal
ogrenme ve bellek islevlerinde birbirini kompanze eder (11). Ogrenme siirecinde
hipokampusun o6ncelikle CA3 bdlgesi noronlar1 bilgileri alip islerken prefrontal
korteksten gelen bilgilerle birlestirir (12). Hipokampus CA3 bdlgesi, Schaffer
Kollateralleri aracilig1 ile CAl bolgesi ile baglantilidir. CAl ¢iktilar1 subikulum,
entorhinal korteks ve prefrontal kortekse uzanir (13). CA1, bilgilerin gogunu CA3’den,
kiiglik bir boliimiinii entorhinal korteksten alir (13, 14). Hata dedektorii gibi galisan
CA1 bolgesi, kortikal bilgi ile CA3 ve entorhinal korteksten aldig1 bilgi arasindaki

uyumsuzlugu arar ve boylece depolanan bilgi diizeltilir (14).



Yapilan gozlemler ve ¢alismalar TBH gegiren insanlarin hayatlarinin ileri
donemlerinin de etkilendigini gdstermektedir. Hem ¢ocuklarda hem de eriskinlerde
yiiksek planlama, problem ¢6zme, calisan bellek ve 6grenme sorunlari, bilgi isleme
hizinda ve dil fonksiyonlarinda sorunlar, viziiospasyal iglevlerde gerileme gibi kognitif
problemler, zeka testlerinde diisiik performans, IQ skorunda etkilenme travmatik beyin
hasarindan sonra ortaya ¢ikabilen énemli sekellerdendir (15, 16). Ileri donem etkiler
ile sekonder hasara bagli olusan bu sekelleri azaltabilmek i¢in klinisyenlerin dogru ve

etkili tedavisi ve rehabilitasyon planinda 6nem tagimaktadir.

Travmatik ikincil beyin hasarlarindan beyin 6deminin tedavisi, kafa ici
basincinin azaltilmasi, hipoksi ve sokla miicadele gibi destek tedavileri ile
strdiiriilmektedir. Buna ragmen ikincil hasar1 Onleme konusunda giliniimiizde
onaylanmis 6zel bir tedavi ajan1 yoktur. MK-801 (dizocilpine) gibi rekabet¢i olmayan
N-metil-D-aspartat reseptor antagonistleri ile tedavi, TBH sonrasinda EAA salinimina
bagli eksitotoksik hasar1 azaltmak icin etkili bir mekanizma olarak dnerilmistir. Ayn1
zamanda MK-801 uygulamasimin, hipokampal ndronal kaybi ve buna bagli bellek

diistisiinii korudugu bir ¢alismada gosterilmistir (6).

In vivo ve in vitro ¢aligmalarda asir1 glutamat saliniminin anoksik beyin
hasarmdan sorumlu oldugu ve bu artisin engellenmesi ile hasarin azalabilecegi
gosterilmistir (17). Glutamat tanimlanan ii¢ reseptor smifiyla etkilesir ve bunlarin
arasinda en iyi tanimlanan N-metil-D-aspartat reseptOru, aktive iyonotropik glutamat
reseptoriadir (NMDA-R) (18). NMDA-R gelismekte olan santral sinir sisteminde
(CNS), sinirsel farklilasma ve sinaps konsolidasyonunda kritik rol oynamaktadir.
NMDA-R, kaudat niikleus ve hipokampustan kuvvetlice eksprese olmaktadir. Yetigkin
beyninde, NMDA-R’mn, 6grenme ve hafiza (uzun vadeli giiglenme, LTP), hareket
kontrolu-denge, ve entegrasyonla iligkili mekanizmalarin diizenlenmesinde 6nemli bir
rol oynadigi gosterilmistir (19). NMDA-R’1n 6zellikle uzak hafiza i¢in onemli olmakla
birlikte zihinsel beceri de icerdigi diisiiniilmektedir (3). Glutamatin NMDA-R ile
etkilesimi, segici olarak rekabet¢i veya rekabetsiz bigcimde antagonize edilebilir (20,
21). Kan-beyin bariyerini asabilen NMDA reseptOr antagonistleri travmatik ve
iskemik beyin hasarmin etkilerini azaltmak i¢in potansiyel ajanlar olarak
tanimlanmistir (17). Rekabet¢i olmayan NMDA reseptor antagonisti MK-801,
NMDA-R’1 bloke eder ve hipoksik iskemik beyin hasari ile serebral korteks sinir
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hiicrelerindeki Ca*? iyonu asir1 yiikiinii hafifletir, beyin hiicrelerindeki apoptozu inhibe
eder (22). MK-801’in deneysel TBH modeli uygulanan siganlarda serebral koruyucu
etki gosterebildigi rapor edilmis olsa da, 6grenme ve hafiza sekeli iizerine etkisini

arastiran raporlar nadirdir (23, 24).

Hipokampus bdlgesi, sinir biiyiime faktorii (NGF), beyin kaynakli ndrotrofik
faktor (BDNF) gibi bircok norotrofin gen ailesinin sentezlendigi yerdir ve BDNF
baglama bolgelerinden zengindir (25). NGF ve BDNF olmak (zere iki buyik
norotrofik faktdr, ndronal biiylime, néron canlilig1 ve biligsel islevlerin temelinde rol
oynayan plastisite ile iligkili ¢esitli fizyolojik siireclerde yer alir (26). Cesitli patolojik
kosullar altinda BDNF ve NGF’nin de ndroprotektif molekiiller olarak gorev
yapabileceklerini gosteren ¢aligmalar vardir (27, 28). Hipokampal bolgede BDNF
ekspresyonu; yaralanma yasi (29), hasar siddeti (30), noronal aktivasyon (31) ve
glutamaterjik aktivasyon (32) gibi gesitli faktorlerle artmaktadir. Bununla birlikte

TBH sonras1 ndrotrofik faktorlerin noroprotektif etkileri halen tartigmalidir.

MK-801 bugiine kadar sentezlenen veya kesfedilen NMDA reseptor blokorleri
icerisinde en kuvvetli néroprotektif ajandir. Baslangicta antikonviilzan, anksiyolitik ve
sempatomimetik olarak kullanilan MK-801 ginimuzde Ozellikle hipoksi/iskemi
sonucu olusan eksitotoksik hasarlara karsi ndroprotektif bir ajan olarak dnerilmektedir

(17, 33).

Literatiirde travmatik beyin hasar1 sonras1 hipokampus gelisiminde BDNF ve
NGF miktar1 konusunda ¢ok az sey bilinmektedir. Ek olarak, immatiir siganlarin
hipokampal beyin bolgelerinde ndrotrofik faktorlerin ekspresyonu ve travma sonrasi
ekspresyonlarinda MK-801'in erigskin donem etkisi hakkinda literatiirde bilgi yoktur
(6). Ayn1 zamanda literatiirde MK-801 ajaninin biligsel davranis ve 6grenme-bellek
iizerine kronik donem etkilerini inceleyen bir c¢alisma da bulunmamaktadir.
Dolayisiyla bu calismada immatiir siganlarda uygulanan deneysel kint kafa
travmasinin ve travma sonrasi akut uygulanilan MK-801"in beyin dokusu ve uzaysal
bellek fonksiyonu iizerine uzun dénem etkilerini incelemek amacglanmistir. Ayrica
travma ve MK-801’in ndronlarin yasami ve farklilagsmasinda énemli yeri olan NGF,
BDNF ve NMDA-R ekspresyonuna etkileri immunhistokimyasal ve ELISA

yontemleri ile degerlendirilmesi hedeflenmistir. Ayrica astrosit aktivasyonunun bir
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isareti olarak kullanilan GFAP ekspresyonu immunohistokimyasal olarak

incelenmistir.



4. GENEL BIiLGIiLER

4.1. Kafa Travmasi

Kafa travmasi veya literatiirde genellikle kullanildig1 sekliyle “travmatik beyin
hasar1” (traumatic brain injury-TBH), beyine yonelik hizlanma veya yavaglama,
patlama dalgalari, ezilme, bir cismin ¢arpma veya niifuz etmesi gibi digsal mekanik
kuvvetlerin neden oldugu hasar olarak tanimlanmaktadir. TBH, bilissel, fiziksel ve

psikososyal islevlerin gegici veya kalici olarak bozulmasina yol agabilir (34).

Ozellikle az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde ve geng niifusta, dliim
sebeplerinin arasinda ilk sirada travmalar ve yaridan fazlasinda da kafa travmalar1
bulunmaktadir. Kafa travmasi sonucu meydana gelen kalict sakatliklar, sadece hasta
ve ailesini etkilemekle kalmayip, iilke ekonomileri i¢in de ciddi tahribat sebebi
olmaktadir. Bu nedenlerle, travmanin olusmadan 0nlenmesi ciddi 6nem arzetmektedir.
Bunu saglamak i¢in, konu ile ilgili epidemiyolojik verilere ve sonucunda da egitim ve

eksik oldugu tespit edilen noktalarda kurallar olusturma gereksinimi vardir (35).

4.1.1. Kafa Travmalarinin Epidemiyolojisi

TBH, diinya genelinde onemli bir saglik ve sosyoekonomik problemin
kaynagidir. Yiiksek gelirli iilkelerdeki gengler arasinda mortalite ve morbiditenin 6nde
gelen nedeni olup, kiiresel olarak diigiik ve orta gelirli iilkelerde artan motorlu arag
kullanimmdan dolay1 insidans1 hizli bir sekilde artmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) 2020 yilina kadar, trafik kazalarinin kiiresel hastalik ve yaralanma yiikiiniin

ticlincii en biiyiik nedeni olacagini 6ngérmiistiir (36).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’de, Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezlerinin (CDC) izleme ¢aligmalari, yillik acil servis ziyaretleri insidansinin ve
TBH icin hastane kabullerinin sirasiyla 100 000°de 403 ve 100 000’de 85 oldugunu
gostermektedir (37). ingiltere ve Galler’de, yilda 1.4 milyon hastanimn kafa yaralanmasi
sonrast hastaneye gittigi ve 40 yasin altindaki en yaygin 6liim sebebi oldugu
belirlenmistir (38). Avrupa genelinde yapilan bir ¢alismada diisme ve trafik kazalar1
TBH’ye neden olan en sik iki unsurdur ve diismelerin trafik kazalarma gore daha sik

gerceklestigi bildirilmistir. Caligmalarin ¢ogunda en yaslh gruplarda en yuksek TBH



insidans1 goriilmiistiir. Meta-analizler sonucunda ise TBH igin her 100.000°de 262

oraninda genel bir insidans elde edilmistir (39).

Yeni Zelanda’da yapilan bir ¢alismada ise, kafa yaralanmalarinin oliimlerin
ddrdiinct 6nde gelen nedeni oldugu belirtilmistir. Yaralanmalar, y1llik olarak 100.000
kiside 16.8 oraninda ¢ocuk &liimiine neden olmustur. Oliimlerin %62 oraninda erkek
ve % 52’sinin 5 yag alt1 bireylerden olustugu ilave edilmistir. 1-14 yas arasinda,

motorlu ara¢ kazalar1 ise 6liim nedenlerinde ilk siradadir (40).

Dinya genelinde 29 (lkede yapilan bir ¢aligmada, TBH yasayan kisilerin
ortalama yas araliginin 27 ile 59.67 arasinda degistigi belirlenmistir. TBH gortlme
insidans1 Yeni Zelanda’da en yiliksek, Belcika’da ise en diisiik bulunmustur.
Gelismekte olan iilkelerde motorlu ara¢ kazalari ile iligkili TBH’ler en sik goriilen
nedenler iken, diismeyle iliskili TBH’ler gelismis iilkelerde en yaygin nedenler olarak
tespit edilmistir. Kazalar ile iligkili TBH’lerin yizdesi Asya ulkelerinde en yiiksek
diizeydedir. Avrupa ise diisme ve is kazalarindan kaynaklanan TBH’lerde en ylksek
yiizdeye sahiptir. Kuzey Amerika’da sporla iligkili TBH’ler en yiksek yiizdeye
sahiptir (41).

Tiirkiye’de kafa travmasi insidansi ve epidemiyolojisi ile ilgili yeterli caligma
bulunmamaktadir. Tiirkiye’de sehirlesme ve endiistrilesmenin bir sonucu olarak trafik
kazalari, is kazalar1 (yiiksekten diisme) ve bireysel silahlanmanin sonucu atesli silah

yaralanmalar1 kafa travmalarinin en sik goriilen sebepleri arasinda gosterilmektedir

(42).

4.1.2. Kafa Travmalarinin Simflandirilmasi

Kafa travmalari, ger¢eklesme siddeti agisindan Glaskow Koma Skoru (GKS)’na
gore hafif, orta ve siddetli olmak tizere li¢ gruba ayrilmaktadir. Hafif TBH, orta ve agir
TBH’lerin toplamindan ii¢ kat daha yaygin goriilmektedir (43).

GKS 14 ile 15 arasinda olan, biling kayb1 20 dakikadan kisa siiren ve hastanede
yatig sliresi 48 saatten daha kisa kafa travmasi olgular1 hafif kafa travmasi olarak
tanimlanmigtir. Hastanin giris GKS 9 ile 13 oldugu olgular orta siddetli kafa travmasi

olarak tanimlanmaktadir. Orta siddetli kafa travmasma sahip hastalarda kafatasi
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kiriklari, beyin parankiminde kontlizyon ve laserasyonlar1 ve ayrica Diffiiz Aksonal
Hasar1 (DAH) bulunabilir. Intrakranyal basing artisi, epidural ve subdural hematomlar
gibi daha sonra gelisebilecek komplikasyonlar i¢in artan riskleri barmndirirlar. Agir
kafa travmasi GKS 8 ve daha diisiik olan hastalar i¢in kullanilmakta ve agir kafa
travmali hastalar komat6z olarak kabul edilmektedir. GKS 3 ve 4 olan hastalar kritik
yaralanmali hastalar olarak tanimlanmis ve bu hastalar GKS 5 ve 8 olanlara gére daha

kot prognoza sahiptir (44).

Bununla birlikte, entiibe edilen, artan kafa i¢i basmcinin tibbi kontrolii i¢in
paralize ugrayan veya duragan olmayan hastalarda, GKS skorunun dogru olarak
degerlendirilmesi miimkiin degildir. Boyle olasiliklarin bulundugu durumlarda en iyi
ve hizli yontem, radyolojik gorintulere dayanan morfolojik kriterleri iceren model
sisteminin kullanilmasidir. Bu nedenle TBH sonrasi akut yapisal hasarin
degerlendirilmesi i¢in ideal gdriintiileme se¢enegi bilgisayar tomografisi kullanimidir

(45).

Beyin hasariin Rotterdam bilgisayar tomografisi kullanilarak simiflandirilmasi,
mortalite ve fonksiyonel sonucglarin tahmininde kullanimi hem bireysel yaralanma
ozellikleri hem de bilesik skorlama sistemleri acisindan degerlendirilmektedir.
Mortalite veya fonksiyonel sonuglar1 6ngdren bilesenler orta hat sifti, bazal sisternler,
epidural kitle lezyonu, intraventrikiler hemoraji veya subaraknoid kanama olarak
siralanmaktadir (46).

Tablo 1. Rotterdam bilgisayar tomografi skorlamasi

Bilgisayar tomografi bulgulan Skorlar
Bazal Sisternler

Normal 1

Komprese 2

Silik 3

Orta Hat Sifti
<5 mm 0
>5mm 1
Epidural Kitle Lezyonu

Yok 0

Var 1

Intraventikiiler Kan veya Subaraknoid Kanama

Yok 0

Var 1
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Toplam Skor +1

Tablo 1’e gore Rotterdam bilgisayar tomografi skorlamas1 bazal sisternler igin
normal, komprese ve silik, orta hat sifti Smm’den biiyilik veya kiiciik, epidural kitle
lezyonu ve intraventikiiler kan veya subaraknoid kanama var ya da yok seklinde

gerceklestirilmektedir.

4.1.3. Kafa Travmasi Fizyopatolojisi

TBH yalnizca patofizyolojik olay degil, karmagik bir hastalik siirecidir ve hem
birincil hem de ikincil yaralanma mekanizmalarina bagli yapisal hasarlara ve
fonksiyonel bozukluklara neden olmaktadir. Primer yaralanma, dis kuvvete maruz
kalma swrasinda meydana gelen beyin dokusunun ani mekanik bozulmasmin
sonucudur ve ndronlarin aksonlarinin gerildigi ve yirtildigi, kan damarlarma
(hemoraji) ve aksonal kesilmelere, zedelenmeye yol agmaktadir. Sekonder hasar
birincil hasardan birka¢ dakika sonra aylar i¢cinde geliserek sonucta beyin hicresi
Oliimiine, doku hasarmna ve atrofiye yol acan metabolik, hiicresel ve molekiiler

olaylarm kaskadlarmin sonucudur (34).

TBH sonras1 patofizyolojide serebral hasarin ilk asamalari, dogrudan doku
hasar1 ve serebral kan akigi ve metabolizmanin bozulmasi ile karakterizedir. Bu
“iskemi benzeri” model, anaerobik glikoliz, artan membran gegirgenligi ve ardigik
0dem olusumu nedeniyle laktik asit birikimine yol agmaktadir. Anaerobik
metabolizmanin hiicresel enerji durumunu muhafaza etmek amaciyla yetersiz kalmasi
nedeniyle, ATP depolar1 tiikenmekte ve enerji bagimli membran iyon pompalarinin
basarisizlig1 ortaya ¢ikmaktadir. Patofizyolojik kaskatin ikinci asamasi, eksitator
norotransmitterlerin (glutamat ve aspartat) asir1 salimi, N-metil-D-aspartat, a-amino-
3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionat ve voltaj bagimli Ca?*- ve Na*- kanallarmin
aktivasyonu ile birlikte terminal membran depolarizasyonu ile karakterize
edilmektedir. Ardisik Ca?* ve Na*- akis1, katabolik hiicre ici siireclere yol agmaktadir.
Ca?", lipid peroksidazlar1, proteazlar1 ve fosfolipazlar1 aktive eder ve bunlar da serbest
yag asitleri ve serbest radikallerin hiicre i¢i konsantrasyonunu arttirir. Ayrica
kaspazlarin, translokazlarin ve endoniikleazlarm aktivasyonu, biyolojik membranlarin
ve yapisal niikleosomal DNA’nin (DNA fragmantasyonu ve DNA onariminin

inhibisyonu) ilerleyen yapisal degisimlerini baslatir. Bu olaylar vaskuler ve hiicresel
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yapilarin membran degradasyonuna ve nihayetinde nekrotik hiicre dlimine (apoptoz)

yol agmaktadir (47).

TBH patofizyolojisinde glutamat sinyallemesinin rolu iki yonlidir. Bir tarafta,
akut posttravmatik glutamat salinimi, néronal yaralanmaya, hiicre 6liimiine ve hayatta
kalan ndronlarin iglev bozukluguna yol agan beyin hasari sonrasi eksitotoksisiteden
sorumludur. Ote yandan, eksitatr glutamat devrelerinin gecikmeli olarak bozulmasi,

biligsel ve motor fonksiyonlarda ve plastisitede yetersizlige yol agmaktadir (48).

Glutamat, beyinde en fazla bulunan eksitatdr norotransmitterdir. Kafa travmasi
sonrasi artan hiicre dig1 glutamat seviyesi, noronal hiicre dlimune yol agan ikincil
hasarlanma ile sonuglanabilecek glutamat reseptdrlerinin asir1 uyarilmasina neden
olmaktadir. Bu tip olaylar, uzun siireli depolarizasyona ve sonraki iyonik dengesizlige,
ATP'nin tiikenmesine ve beyin 6demi ile sonuglanan intraselliiler serbest kalsiyum
seviyelerinde artisa, kafa i¢i basincin artmasina, vaskiiler kompresyona ve kafa
travmasinin 6liimciil bir komplikasyonu olan beyin herniasyonuna neden olabilir. Bu
nedenle, artan interstisyel glutamat seviyelerinin ve bunun sonuglarina yol agan temel

mekanizmalarm anlasilmasi 6nemlidir (49).

TBH sonrast hiicre dis1 glutamat artisina yonelik farkli g¢aligmalar
bulunmaktadir. TBH ile iliskili birincil yaralanmalar, kan-beyin bariyerinin
bozulmasima yol agabilir. Koizumi ve ark. (1997) (50), siganlarda TBH agirlik diisiisii
modelinde kan glutamatinin diflizyonunu incelemislerdir. Yaralanmadan hemen sonra,
femoral vene 14C etiketli glutamat enjekte etmislerdir. Otoradyografide, vaskiler
bilesenden etkilenen bdlgedeki kortekse isaretli glutamatin belirgin  bir
ekstravazasyonu ortaya c¢ikmistir. Bu durum, hiicre disi glutamatin kan-beyin
bariyerinin bozulmasiyla arttigin1 gostermektedir. Caligmalarda ayrica glutamatin
spesifik olarak hasarli membranlardan salindig1 goriilmiistiir. Bullock ve ark. (1989)
(51), TBH’yi takiben glutamat artiginin yapisal amino asitlerdeki artigla korelasyon
gosterdigini tespit etmistir. Bu durum, glutamatin, yaralanmaya bagli membrandan

salinabilecegini ileri siirmiistiir (52).
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Sekil 1. Glutamat igeren beyin hasar1 mekanizmalari. Diyagram, glutamat
eksitotoksisitesinin dort ana bilesenini gosterir: asir1 salinma (1), hiicre dis1 glutamatta
uzun siireli artig (2), glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasi (3) ve eksitotoksisite (4).

Diger caligmalar presinaptik noronlarin artan salimiminin eksitotoksisiteye
katkida bulundugunu gostermistir. Yi ve ark. (2006) (53), kafa travmasi ardindan
protein  kompleksin 1l ekspresyonunun arttigmi bulmuslardir. Bu protein,
ndrotransmiter saliniminimn diizgiin bir sekilde stirdiiriilmesinde rol oynamakta ve artan

ekspresyonu, normal sinaptik fonksiyonun bozulmasini temsil edebilmektedir.

Bir baska potansiyel eksitotoksisite kaynagi glutamat transportasyonudur.
Normal kosullar altinda glutamat, astrositik transporter GLT-1"in etkisiyle sinapstan
uzaklastirilmaktadir. Rao ve ark. (1998) (54), sican beynindeki sivi perkiisyon
yaralanmasindan 24 saat sonra GLT-1 ekspresyonunun 6nemli 6l¢lide azaldigini (%
38-47) gostermislerdir. Transportasyon sonucundaki azalma, sinaptik yarikta asiri
glutamat olusumuna yol agmaktadir. Buna ek olarak glutamat tastyicilarinin etkisinin,

hasarm en agir oldugu yaralanma bdlgesinde tersine dondiigii ileri siiriilmiistiir.

TBH tarafindan tetiklenen en az iki tiir gecikmeli ve progresif patobiyolojik

degisiklik bulunmaktadir. Bunlardan biri, travmatik doku yirtimasinin dogrudan
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sonucu olmayan aksonal hasardir. Aksonal hasar, sitoskeletal ¢okmeye ve
aksoplazmik transportun bozulmasma yol agan kompleks aksolemmal veya
sitoskeletal degisikliklerden veya her ikisinden elde edilen sonugtur. Diger degisiklik,
travmatize beyinlerde TBH tarafindan uyarilan yiiksek diizeyde norotransmiter
tarafindan tetiklenen sekonder iskemik duyarliligidir. Bu nispeten uzayan (> 24 saat)
asir1 beyin duyarliligi, terapdtik miidahale icin potansiyel bir ¢erceve sunmaktadir

(55).

Travmatik beyin hazar
'
“ekonder hasar mekarirmalan
.—ff'
&
Uvano amimoatit Fac-bevin banyennde
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!
—
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Sekil 2. Travmatik beyin hasarinda gelisen mekanizma

Eksistotoksisiteye neden olan diger bir 6nemli faktor ise enerji yoksunlugudur.
Iskemik kosullar altinda, oksijen mevcudiyetinde bir azalmanmn ATP iiretiminde bir
azalmaya yol actig1 belirtilmektedir. Noronal membran potansiyelini korumak i¢in

ATP gereklidir ve enerjide bir azalma membranin depolarizasyonu ile sonuglanir. Bu
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durum, eylem potansiyellerinin uygunsuz bir sekilde tiretilmesine ve yayilmasma yol
acarak, “yayilan depresyona” veya yaralanma bdlgesinden uzaktaki hiicreleri

etkileyebilen bir kortikal depolarizasyon dalgasina neden olmaktadir (59).

TBH ardindan olusan oksidatif stres nedeniyle ortaya ¢ikan serbest oksijen
radikalleri, stperoksitler, nitrik oksit, peroksinitrit gibi metabolitler ¢ikmaktadir.
Eksitotoksisite ve endojen antioksidan sistemin bozulmasi nedeniyle reaktif oksijen
tirlerinin asir1 yapimi; seluler ve vaskiiler yapilarda peroksidasyona ve protein
oksidasyonuna neden olur, DNA yikimini indiikler ve mitokondrial elektron transport
zincirini inhibe etmektedir. Her nekadar bu mekanizmalar ani hiicre 6liimiine katkida
bulunsa da ayrica enflamatuar siirecler ve erken ya da ge¢ apoptotik programlar da
oksidatif stres tarafindan indiiklenmektedir (56).

4.1.4. Kafa Travma Modelleri

TBH deneysel modellerinin amaci, deney hayvanlarinda patoloji ve/veya
tedaviyi hedefleyerek bazi patolojik bilesenleri veya klinik travma fazlarini ortaya
cikarmaktir. Belirli bir modelin tasarimi ve secimi, arastirmanin amacina yonelik
olmalidir. Ornek olarak beyin hasar1 biyomekaniginin karakterizasyonu, doku
kaybinin molekiiler mekanizmalarinin degerlendirilmesinden ya da yeni terapotik
tedavilerin etkinliginin test edilmesinden farkli bir model gerektirebilir. Daha 6nceki
modeller beyin hasarinin biyomekanik yonlerini ele alirken, giincel modeller travma
tarafindan baglatilan karmagik molekiiler hasarli kaskadlarin anlagilmasini

gelistirmeye yoneliktir (57).

Hedeflerden bagimsiz olarak, segilen deney modelinin asagidaki kriterleri

karsilamas1 ¢ok dnemlidir:

o Yaralanmay1 indiiklemek amaciyla kullanilan mekanik kuvvet kontrol edilebilir,
tekrarlanabilir ve 6lgiilebilir olmals,

o Olusan yaralanma tekrarlanabilir, dlciilebilir ve beseri kosullara ait bilesenlerini
taklit edebilecek nitelikte olmali,

o Morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal veya davranigsal parametrelerle dlctlen

yaralanma sonuglari, hasara neden olan mekanik kuvvet ile ilgili olmals,
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o Hasara yol agmak i¢in kullanilan mekanik kuvvetin yogunlugu sonug ciddiyetini

ongormelidir.
MEKANIK KUVVET
CARPISMA CARPMANIN OLMADIGI
_ \ BAS AKSELERASYONU
PENETRAN TARALANMA PENETRAN Orﬁ’.—“’ﬁ}i TARATANMA (Bay Hareati}
DIREET BEYIN DEFORMASYONU CARPISMA AESELFRASTONU T T —
ZORLANMIS ZORLANMAMIS
(Bay Hareken) (Bay Haraket) » Mimyarmr domuziar Primatlar
e 7 T — + Tavsanlar
ZORLANMIS ZORLANMIS ZORLANMAMIS + Siyanlar
» Lateral sw ZORLANMAMIS + Eontrolli » 1Tkel Carpisma
Ferdsyonu » Yitksek Hizh Kontizyen Alkselerasyon Modelleri
« Eonirosd Korfikal Timregimli Hasar « AZmlk Disirme  » Koyun tird Carpisma
Carpisma Medelleri Maodeli
= Fokal Korikal
Kompresycn

» Tlksek Hal
Titregimli Hasar

Sekil 3. Travmatik beyin hasarmin in vivo deneysel modellerinin sematik gosterimi

Mevcut literatiirde farkli deneysel TBH modelleri sunulmaktadir. Denny-Brown
ve Russell (1941) (58) tarafindan yapilan ¢alismada kafa travmalari, akselerasyon
konkuizyon ve perkiisyon-konkiizyon modelleri olarak iki 6nemli deneysel kategoriye

ayrimustir.

Beynin viskoelastik dogasi, hizli kafa akselerasyonu karsisinda Onemli bir
etkendir. Cok hizli veya dinamik mekanik yilikleme kosullar1 altinda, viskoelastik
beyin yiksek gerginlik bolgelerinde hasara neden olarak daha sert davranmaktadir.
Doku hasar1 agisindan dinamik bilesen, tipik olarak TBH hayvan modellerinde
benimsenen bir 6zellik olan 50 milisaniye (ms) icinde uygulanan mekanik darbedir
(59).

Direkt dinamik modeler kapsaminda yer alan kontrollii kortikal ¢carpma (CCI)

modeli, ilk olarak Lighthall (1988) tarafindan gelistirilen invaziv bir darbe yontemidir.

CCI modeli, deneysel omurilik yaralanmasi c¢aligmalarinda kullanilan benzer
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yontemlerden uyarlanmistir. Bu model, darbenin saglanmasi siiresince genellikle sabit
tutulan hayvanin kafasiyla mekanik enerjiyi tretmek icin kat1 bir carpma diizenegi
icermektedir. Bu modelde basingli hava, beyne baski yapmak i¢in mekanik enerjinin
kaynagi olarak rol oynamaktadir. Basit agirlik diisirme modeli ise, direkt fokal
kortikal kompresyon olusturmak i¢in kullanilmaktadir. Adindan da anlasilacagi lizere
agirlik diisiirme modeli, kafatasina sabitlenmis bir metal plakadan faydalanmak veya
en yaygin olarak dogrudan beyin iizerine bir kraniotomi araciligiyla kuvvet uygulamak
amaciyla bir aparattan disiiriilen agirlik kullanmaktadir. Bu model mikrodiyaliz ile
birlikte bagariyla kullanilabilir. Vakum deformasyonu ve sivi perkiisyon modelleri de

literatiirde kullanilan diger modeller arasindadir (60).

Swvi perkiisyon modellerinde orta hat ¢evresinde merkezi olarak ya da paryetal
kemigin lizerinde lateral olarak yapilan bir kraniyotomi boyunca bir s1vi basing darbesi
olusturmak i¢in bir sivi rezervuarmnin pistonuna c¢arpan bir sarkac tarafindan
gerceklestirilir. Perkiisyon, beyin dokusunun yer degistirmesini ve deformasyonunu

saglamakta ve yaralanma siddeti basmcin titresim (vurus) kuvvetine baglhidir (34).

Enjeksiyon modelleri ise kafa i¢ine kan veya diger sivilarin enjeksiyonu
hematomlarin degisik tiplerinin olusturulmasinda kullanilmaktadir. Subdural
mesafeye kan enjeksiyonu akut subdural hematomu taklit etmektedir. Buna benzer
sekilde beynin i¢ine kan enjeksiyonu yapilarak intraserebral hematom olusturulmus ve
beynin metabolizmasi ile kafa i¢ci hemodinamik dengeler arasinda iliskiler {izerine

caligtlmustir (61).

4.2. Hipokampus ve Ogrenme-Bellek

Hipokampus, motivasyon ve duygu durum kontroliinii saglayan bdlge olup
limbik sistemde bulunmaktadir. Hipokampus, ¢evreden gelen ve ¢evreye giden lifler
acisindan yogun bir bdlge olup duygularin kontrol edilmesinden sorumludur. Ayrica
ogrenme ve bellege iliskin islevler, hipotalamo-adrenal eksen ve vejetatif strecler ile
de iligkilidir. Neokortekste kisa siireli bellegi uzun siireli bellege doniistiiren bir iglem
olan bellek birlestirilmesinde de 6nemli rolii bulunmaktadir (62). Prefrontal korteks ile
birlikte c¢alisarak bilgileri birlestirerek bellege kaydetmektedir. Hipokampus,
noroplastisitesi en yuksek beyin bolgelerinden biridir. Hipokampusta yeni néron
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olusumu insanlar dahil olmak {izere bircok canli tiirliinde yasam boyu devam

etmektedir (63). Hipokampusun beynin yapisindaki konumu Sekil 4’te gdosterilmistir.

Sekil 4. Beynin i¢ gorinimu 1. Gyrus dentatus, 2. Hippocampus, 3. Corpus
amygdaloideum, 4. Corpus mamillare, 5. Hypophysis, 6. Bulbus olfactorius, 7.
Hypothalamus, 8.commissura anterior, 9.gyrus cinguli. (64)

4.2.1. Hipokampusiin Yapisi

Filogenetik agidan beynin en eski boliimlerinden biri olan hipokampus, koronal
kesitlerde C harfine benzeyen bir goriintiiye sahiptir. Denizatina benzer sekli nedeniyle
hipokampus olarak anilan bu yapinin dis yiiziiniin ko¢ boynuzuna benzemesi sebebiyle
“cornu ammonis” olarak da anildig1 belirtilmistir (64). Hipokampus bir gri cevher
tabakasidir ve lateral ventrikiilin temporal hornu boyunca uzanmaktadir.
Hipokampusta noral plastisite hayat boyunca devam etmektedir. Hipokampus, singulat

girus, hipotalamus ve amigdala birlikte “Limbik sistem”1i olusturmaktadir (65).

Hipokampusun ventrikile bakan yuzeyi konveks, hemisferin alt bélumine
bakan kismi ise konkavdir. Genis ve diiz olan 6n kisim ise “pes hippocampi” olarak
adlandirilmaktadir. Pes hippocampi’de peceye benzeyen ve “digitationes hippocampi”
adi1 verilen iki ya da ii¢ yiizeysel ¢ikint1 yer almaktadir. Hipokampusun tiim ventrikiiler
yuzeyi kendi hucrelerinden gelen aksonlarin meydana getirdigi alveus ile ortiilmiistiir.
Bu lifler medialde yass1 bir bant bi¢iminde birbirine yakinlasarak “fimbria
hippocampi” yi olusturmaktadirlar. Fimbria hippocampi’nin 6n ucu “uncus gyri
hippocampi”’nin beyaz cevherinde sonlanirken, arka ucu alveus ile “vrus fornicis”i
meydana getirmektedir. Alveus’tan gelen ve fimbria’ya dahil olan lifler forniksin

baslangicini olusturmaktadir (65).
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Sekil 5. Hipokampusun koronal kesit yapist 1. Alveus, 2. Stratum oriiens, 3. Stratum
pyramidalis, 4. Stratum lucidum, 5. stratum radiatum, 6. Stratum lacunosum, 7.
Stratum moleculare, gyrus dentatus, 8. Stratum molaculare, 9. Stratum granulosum,
10. Stratum polimorfica, 11. Fimbria hippocampi, 12. Subiculum. (64)

Sekilde goriildiigii gibi histolojik olarak birgok katmandan meydana gelen
hipokampusun genel anlamda literatiirde ortak kabul edilen 7 temel tabakasinin

bulundugu belirtilmektedir (65):

o Alveus: Alveus, en derinde bulunan tabaka olarak ifade edilmektedir.
Ventrikul yiizeyine yakin konumdadir. Subikulum ve hipokampusa ait piramidal hticre
aksonlarini igerisinde barindirmaktadir. Aksonlar alveusdan gegmektedir. Aksonlar ise

hipokampusun en 6nemli ¢iktisi (output) olan fimbria/fornikse uzanmaktadir.

e Stratum oriens: Stratum oriens, piramidal hucrelerin bazal dendritleri ile
internoronlarin yerlestigi tabaka olarak tanimlanmaktadir. Stratum oriensde yer alan
bircok noron aksonlar1 alveus liflerine dahil olmaktadir. Bunun digindaki hiicre
aksonlar1 da, en derin yapida igerisinde yer alan stratum molekiilareye degin

ilerlemektedir.
o Stratum piramidalis: Stratum piramidalis ¢evresinde buyuk piramidal ve
Golgi tip 11 hucreleri yogun bir sekilde yer almaktadir. Piramidal hiicre gdvdelerinin

yer aldig1 kisim stratum piramidalisdir. Bu tabaka ciplak gozle goriilebilinecek bir
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boyuta sahiptir. Piramidal hiicrelerin tabani hipokampusun ventrikiiler yilizeyine
dondktir ve bazal-apikal dendritleri komsu tabakalara (str. Lusidum) degin
ilerlemektedir. Aksonlari ise stratum oriens’ten gegerek alveus liflerine katilirlar. Ayni
zamanda bu takaba igerisinde Mossy (yosunsu) lifler ile yapilan sinapslar mevcuttur.
Bunun yani sira birden fazla internéronun hiicre govdesi stratum piramidalis igerisinde

yer almaktadir. Piramidal hicrelerin dizilimi ile hipokampus asil sekline ulagmaktadir.

e Stratum lusidum: Stratum lusidum ise hipokampusun en ince tabakalarindan
birini olusturmaktadir. Bu tabaka yalnizca CA3 bolgesinde yer almaktadir. Hiicresel
olarak yogun bir igerige sahiptir. Agirlik olarak motor tip piramidal htcrelerden
meydana gelmektedir. Bunun yani sira CA3 alanindaki piramidal hiicreler ile dentat
girusun graniiler hiicreleri arasinda baglanti saglayan yosunsu (mossy) lifler de
bulunmaktadir. Beyinde yer alan en gelismis ag yapisim1i bu lif sebekesi
olusturmaktadir. Bu yap1 diger primatlara nazaran insanlarda daha yogun olmakta ve
CALl ile CA2 alanlarinda yer almamaktadir.

e Stratum radiatum: Stratum oriense benzemektedir. Septal ve komissural
lifleri igerisinde barmndirmaktadir. Bununla birlikte Schaffer kollateral lifleri de
mevcut olup, bu lifler CA3’den CAl1’e projeksiyon lifleridir. Bu alanda ylzey
kisminda bir takim interndronlar da yer almaktadir. (basket hicreleri, radial trilaminar

hicreler vb...).

e Stratum lakiinozum: Stratum lakiinozum ince bir tabadir. Bu tabaka
Schaffer kollateral liflerini barmmdirmaktadir. Fakat stperfisyal tabakadan entorinal
kortekse uzanan bazi perforan lifler de stratum lakiinozum igerisinde bulunmaktadir.
Ince yapis1 sebebiyle stratum molekiilare ile birlikte ifade edilebilmektedirler. Bu
sebeple “stratum lakiinozum-molekilare” ismi altinda tek tabaka seklinde ele

allmmaktadir.

e Stratum molekulare: Stratum molekiilare en yiizeyel (dis) tabaka olarak
ifade edilmektedir. Burada yer alan perforan lifler ve piramidal hucrelerin apikal
dentritler yer almaktadir. Kimi aragtirmacilar tarafindan bu alan “stratum molekilare”

isimli bir tabaka seklinde ifade edilmektedir. Kimi aragtirmacilar ise 6. ve 7. tabakalar1
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birlestirerek “stratum lakiinozum—molekilare” adi altinda tek tabaka olarak

incelemektedirler.

4.2.2. Hipokampusun Tslevleri

Hipokampusun epizodik bellek, ifadesel bellek, icerik ve uzaysal bellekte
birincil 6neme sahiptir. Hipokampusun bu islevi yaninda basta adrenokortikotropik
hormon (ACTH) salgis1 olmak lizere vejetatif ve otonomik islevleri kontrol eden bir
rolii de vardir. Hipokampusun inme, kafa travmasi gibi etkilere, yaslanma ve yineleyen
stres etkilerine diger beyin alanlarma gore daha duyarli bir yapisi bulunmaktadir.
Hipokampusta iki tip steroid reseptorleri de bulunmaktadir. Bunlar mineralokortikoid
ve glukokortikoid reseptorleridir. Bu reseptorler ile nodronal uyarilabilirlik,
norokimyasal degismeler ve yapisal plastisite kontrol edilmektedir. Bu etkilerde
uyarict amino asitlerin ve N-metil-D-aspartat (NMDA) sisteminin birincil rolii vardir.
Adrenal steroidler geri doniislii olarak hipokampal néronlarin uyarilabilirligini modiile
ederler. Bu sekilde 6grenme ve bellekte 6nemli olan “uzun donem potansiyalizasyon”

(LTP-6grenmenin temelini olusturan siireg) siirecini degistirmektedirler (66).

Tarihsel gelisim agisindan 1948 yilina kadar hipokampusun yalnizca koku alma
merkezi oldugu distinilmistiir. Bu durum, olfaktor bulbustan direkt sinir lifleri
aldigma dair yaygin inanistan kaynaklanmistir. Ancak sonraki donemlerde koku
yollarinin gelismedigi bazi insanlarda, hipokampusun normal gelistigi gozlenmistir.
Ayrica hipokampusun gelisiminin olfaktor bulbusa paralel olmadig1 da gosterilmistir.
Ancak kokunun o6zellikle formatio reticularis ve hipokampus ile olan anatomik
baglantilar1 daha sonra agik¢a ortaya konmus ve bu nedenle zihinsel uyaniklik, hafiza
ve dikkati etkiledigi diistiniilmiistiir. Entorinal korteks ve olfaktor korteksden baslayan
bir takim lifler hipokampusa gelmektedir. Bu baglanti, kokunun bellegi
etkileyebilecegi diisiincesini ortaya ¢ikarmistir. GUnimuzde birgok duyusal uyarinin
(gbrme, isitme, koku, dokunma, i¢ organ duyular: vs.) hipokampusu aktive ettigi
bilinmektedir (67).

Modern yaklagimlar agisindan hipokampusun fonksiyonlarmna yonelik
gerceklestirilen ilk bilimsel c¢alismalar 1957 yilinda Scoville ve Milner’in
hipokampusun insan hafizasinda 6nemli rol oynadigini bulmalar1 ile baglamistir.

Ozellikle 2000°li yillardan giiniimiize kadar yapilan calismalarin genellikle
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hipokampusun kendi igerisinde ve ¢evre dokular ile baglantilarmi inceleme iizerine

yapilmistir (68).

Henry Molaison, hipokampus konusunda Dinya’daki en fazla bilinen ve
tizerinde aragtirma yapilan hastadir. Bu hastaya 25 Agustos 1953 tarihinde tedaviye
direngli epilepsi tanis1 nedeniyle iinlii bir ndrosiriirjiyen olan William Beecher Scoville
tarafindan “bilateral medial temporal lob rezeksiyonu” yapimistir. Bu epilepsi
nedeniyle yapilan ilk bilateral temporal lobektomi ameliyat1 olup daha ¢ok deneysel
amacli yapilmistir. Ameliyattan sonra hastanin petit ve grand mal nobetleri azalmakla
birlikte devam etmis ve hasta oliimiine kadar antiepileptik tedavi almistir. Hastanin
kalan 55 yillik 6émrii boyunca piir anterograd amnezisi olmus, zeka ve anlik hafizas1
ise korunmustur. Hasta, 6ldiigii 2008 yilina kadar pek c¢ok noropsikiyatrik ve
radyolojik teste tabi tutulmustur. Hastanin 6liimiinden hemen sonra ¢ekilen 3 Tesla ve
7 Tesla manyetik rezonans incelemesinde c¢ikarillan beyin bolgelerinin medial
temporopolar korteks, piriform korteks, tim entorinal korteks, peririnal korteksin
biiyiik kismi ve subikulum, amigdala (dorsal, santral ve medial kisimlar1 harig),
hipokampusun 6n boliimii ve dentat girus (posterior bas ve govde) oldugu anlagilmistir

(69).

Alg1 ve bellek sistemleri arasinda baglant1 kuran hipokampus, beynin birgok
bolgesinden duyu lifleri almaktadir. Aldigi bu duyulari, forniks araciligiyla
hipotalamus, talamus ve septal sahaya iletmektedir. Bunun yani sira, hipokampus
subkortikal alanlarla olan baglantis1 sayesinde, beynin birgok bolgesi ile iletigim
halindedir. Ogrenme ve hafiza fonksiyonlar1 iizerinde &nemli role sahip olan
hipokampus, yeni elde edilen bilgilerin depolanmasi ve anilarin kisa stireli hafizadan
uzun siireli hafizaya gegirilmesinde gorev alir. Bu nedenle hipokampusta meydana
gelebilecek bir hasar, belirtilen fonksiyonlarda bozukluklara neden olabilir. Nitekim
hipokampus lezyonlarinda, anilarin kisa siireli bellekten uzun siireli bellege
alinmasinda sorun oldugu gozlenmistir. Bunun yani sira, verbal veya sembolik anilarin

hafizada tutulmasinin da miimkiin olamayacagi ifade edilmistir (70).

Cornu  Ammonis’in bas harflerini temsilen “CA” olarak nitelendirilen
hipokampus, hiicre yapisina iliskin degisikliklerden dolay1 CA1, CA2, CA3 ve CA4
gibi farkli alanlara boliinmiistiir (65). Bu yapilardan CA1 subikuluma, CA4 ise dentat
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girusa en yakin olan alanlardir. Hipokampusun CA1 bdlgesine ait néronlar uzaysal
ogrenme ve bellek agisindan gereklidir. CA1 bolgesinin ndronlar1 entorinal korteks ya
da CA3 bolgesindeki verilerin alinarak islenmesinden sorumludur. Hafizanin giicli
olmasi acisindan saglam bir CA3 ve CA1-CA3 baglantis1 gereklidir. CA3 bdlgesi
Schaffer kollateral lifler vasitasiyla CA1 bolgesine baghdir. CAl ¢iktilart subikulum,
entorinal korteks ve prefrontal kortekse uzanmaktadwr. CAl iki farkli bdlgeden
girdileri almaktadir. Bu girdilerin en dnemli boliimii CA3’ten, kalanlar ise entorinal
korteksden gelmektedir. CAL bdlgesi bir hata dedektori rolu Gstlenmekte ve kortikal
bilgiler ile CA3 ve entorinal korteksden gelen bilgiler arasinda uyumsuzluk varligini
kontrol etmektedir. CA1 ve CA3’deki hiicre sayilari adélesan donemden 6nce daha az
iken bu donemden sonra giderek artmaktadir. Bu durum, addlesan donemde uzaysal

ogrenme ve bellegin gelisimine isaret etmektedir (71).

Hipokampusun endokrin fonksiyon iizerindeki etkileri de diger bir arastirma
alanmi1 olusturmaktadir. Ornek olarak hipokampusun 6n bdlgesinde stradiolii
konsantre eden ndronlara rastlanmistir. Sicanlar ilizerinde yapilan deneylerde ise
hipokampusun uyarilmasi ile ovulasyonda inhibisyon olustugu goriilmiistiir. Bunun
yani stra forniksin kesilmesi sonucunda ACTH saliniminda bozukluklar belirlenmistir.
Hipokampusun ayrica heyecan yaratan reaksiyonlar ya da heyecanin kontrolii, i¢
organlara iliskin aktivitelerin diizenlenmesi, serebral kortekste retikiiler aktivitenin

ayarlanmasi gibi islevleri de bulunmaktadir (64).

4.2.3. Ogrenme
4.2.3.1. Non-asosiyatif Ogrenme

Non-asosiyatif 6grenme, 6grenmenin en basit seklidir. Bu 6grenme seklinde
canli, bir uyaran1 6grenmektedir. Non-asosatif 6grenmede, daha ¢ok basit omurgasiz
canlilar ilizerinde fleksiyon, goéz kirpma, korkma gibi refleks yanitlari iizerinde
caligtimigtir. Bu Ogrenmenin iki alt tipi vardw. Bunlar; habituasyon ve
sensitizasyondur. Habituasyon (aligma), implisit bellegin en basit sekli olarak
bilinmektedir. Canlilar ilk defa karsilastiklara olay ve c¢evreye karsi bir tepki
gelistirmektedirler. Fakat tehdit olusturmuyorsa, uyarmin tekrarlanmas: sonucunda
canli bu uyariya aligmaktadir. Canlinin verdigi yanit azalir ve kaybolur. Habituasyona
ornek olarak, sessiz kucuk bir kasabada yasayan birinin, biiyiik sehirde ¢ok glrultilu

bir caddeye tasindigi ilk zamanlarda, sokaktaki giiriiltiiden ¢ok rahatsiz olmasi ve
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zaman gectikce gurlltiyu fark etmemesi verilebilir. Sensitizasyon (duyarlilagsma),
canlinin bir uyariya karsi beklenen bazal yanittan daha giiglii bir yanit vermesidir.
Sensitizasyon, genellikle rahatsizlik verici baska bir uyaranin ardindan daha zayif bir
uyaran sunuldugunda, bu zayif uyarana karsi verilen tepkide bir artig olarak meydana
gelmektedir (72).

4.2.3.2. Asosiyatif Ogrenme

Asosiyatif 6grenme; bir uyar1 ile bir davranis ya da iki uyar1 arasinda gelisen
iliskinin 6grenilmesidir. Asosiyatif 6grenim, kKlasik ve operant kosullanma seklinde iki
sekilde ele alinmaktadir. Klasik kosullanmanin Rus fizyolog Ivan Pavlov tarafindan
olusturulan bu 6grenme modelinin temeli refleksif siireclere dayanmaktadir. Bu
temelde iki uyaran birbirine eslestirilmektedir. Kosullu uyaranlar; ses, 1sik, dokunma
seklindeki unsurlardan meydana gelmektedir. Kosulsuz uyaran i¢in yiyecek ya da sok
seklinde belirgin bir yanit ortaya koyacak (Salivasyon, ayagini geri ¢ekme) uyaranlar
secilmektedir. Kosulsuz yanitlar ogrenme temelli degil igsel bir sekilde
gerceklesmektedir. Kosullu uyaranm, kosulsuz uyaranla beraber tekrarlayan
uygulanmast sonucunda, kosullu uyarana kosullu bir yanit verilmektedir. Operant
(edimsel) kosullanma ise Klasik kosullanmadan farklidir. Bu kosullanma Edgar
Thorndike tarafindan gelistirilmistir. Operant kosullanmada ag¢ bir sigan deney
bolgesine birakilmaktadir. Ag¢ sican bolgede yer alan kola bastigi an 6dul
verilmektedir. Bu 6dil yemektir. Bu durumu 6grenen sigan aciktiginda duvardaki kola
bagvurmaktadir. Operant kosullanma 6diill ve ceza temelini meydana getirmekle
birlikte ve davranis sonug iligkisini sunmaktadir. Sonucun olumlu olmasi davranigin

devamina, olumsuz olmasi ise davranigin son bulmasina sebep olmaktadir (73).

4.2.4. Bellek
4.2.4.1. Bellegin Siniflandirilmasi
4.2.4.1.1. Kisa Siireli Bellek

Bellegin hizli ve erken evreleri duyusal ve algisal uyarilarla ilgilidir. Duyusal
bilgiler saniyeler ya da birka¢ dakika i¢inde kisa donem bellege doniistiiriiliir. Kisa
donem bellegin {li¢ temel bileseni; duyusal bellek (sensory memory), kisa donem
depolanma (short-term storage) ve isler bellek (working memory)’tir. Kisa siireli
bellek iki yonliidiir. Yeni algilanan duyusal verilerle iligkili oldugu gibi, uzun donem

bellek depolarindan yeni geri cagrilan bilgilerle de ilgilidir. Bu nedenle kisa siireli
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bellek hem bir giris merkezi hem de ¢ikis merkezi gorevini listlenmistir. Kisa donem
bellegin ilk komponenti, yeni tanigilan bir kisinin yiizii gibi yeni algilanan duyusal
verilerle ilgilidir. Algilanan duyusal uyarinin kisa donem bellege gecisindeki ilk
basamak kisa donem depolanmadir. Bu asamada duyusal uyaran ne kadar giiclii ve
aciksa kisa siireli bellege gecisi o kadar belirgindir. Duyusal bellek, uyarmin tiiriine
gore uyar1 isitselse ekoik, gorselse ikonik bellek olmak (zere iki grupta

incelenmektedir (74).

4.2.4.1.2. Uzun Sureli Bellek

Kisa donem bellek ve isler bellekte bilgiler cok kisa siireler saklanabilmesine
ragmen uzun donem bellekte (long term memory, LTM) bilgiler yillarca saklanabilir.
Uzun donem bellegin saklanan bilginin igerigine goére siniflandirilmas: ve iliskili

olduklar1 beyin bolgeleri asagida gosterilmistir (Sekil 6).

I[Uzun ddnem belli:k|

| Non-deklaratif bellek

Deklaratif bellek -

Semantik Epizodik / Non -asosiyatif
Kavramiar Olaylar Prosedirel Bfrenme
" F Yeterek ve mlng Asosiyatif
; ahiskardiklar agrenme Habituasyon
Medial temporal lob * Kiasik va Sensitizasyon
mhﬂmks edimsed kogullanma \
Striatum
Refleks
yolaklar

Emasyanel Iskelst
yarntiar yareh

' :

Amigdala Serebellum

Sekil 6. Uzun donem bellegin yapilanmast
Bilgilerin bu kadar uzun siire saklanabilmesi LTM nin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarla ilgilidir. LTM’nin olugabilmesi i¢in sinaptik giiciin artmasi, yeni

sinapslarin olugsmasi, nérotransmitter saliverilmesi ve protein sentezi gereklidir (74).

4.2.5. Ogrenme ve Bellegin Degerlendirilmesi
Morris su labirenti, 1981 yilinda sigan ve farelerde hipokampuse bagli uzaysal

ogrenme ve bellek caligmalari i¢in radyal labirente alternatif olarak Richard G. Morris
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tarafindan gelistirilmistir. Morris su labirenti nispeten daha az hayvan sayisi ile
caligma, deneyi basit ve hizli bir sekilde yiiriitme, 6n egitime gerek duymama, uzaysal
ogrenmeyi ve uzun donem bellegi ayirt etme, gorsel ve motor performanslar gibi
uzaysal olmayan yetenekleri test etme, koku algisinin azalmasi, elektrik carpmasi veya
gida yoksunlugu gibi hos olmayan prosediirlerin olmamasi ve cihazin diislik
maliyetlerle kurulabilmesi gibi avantajlar1 nedeniyle davranigsal nérobilim alaninda
en ¢ok tercih edilen modellerden biridir (75). Morris su labirenti, kemirgenlerin (fare,
sican) dairesel bir havuz ic¢inde uzaysal ipuclarindan faydalanarak sudan kagip,

gizlenmis veya goriiniir bir platforma ulasmaya galistiklar: diizenektir (Sekil 7).

(K Ky, G Gilnev, I Dogo, B: Bah)

Sekil 7. Morris su labirenti diizenegi

4.3. Norotrofik faktorler

NOroembriyolojik arastirmalara gore intrauterin donemde néron migrasyonunun
tamamlanmas1 ardindan SSS matiirasyonu bakimindan iki 6nemli olay daha
gerceklesmektedir. Bu olaylardan birincisi, akson gelisimi araciligtyla beynin farkli
bolgeleriyle baglant1 saglanmasidir. ikinci dnemli olay ise, uygun ndron ciftlerinin
sinaptik baglantilar olusturmalaridir. Bu iki olay sonucunda ndronal ag olusumu
tamamlanmaktadir. Noronal ag olusum siirecinde, hiicreler arasindaki iletisime benzer
sekilde bazi sinyal molekiilleri, sinyal reseptorleri ve ikincil haberci molekdller gérev
almaktadir. Hiicre ylizeyindeki hiicre adezyon molekillerin (CAM), uygun
reseptorlere baglanmasi ardindan hiicre icindeki kinazlar, fosfatazlar ve proteazlar gibi

sinyal molekdilleri aktive olmaktadirlar. CAM’lara ait iki gruptan ilki, kalsiyum
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bagimli CAM’lar veya kadherinler olarak bilinmektedir. Bu grup sadece kalsiyum
varhiginda adezyon gostermektedirler. Ikinci grupta ise kalsiyum bagimli olmayan ve
ndronal hiicre adezyon molekiilii (NCAM) adi verilen bilesikler yer almaktadir.
Aksonal gelisimde CAM ve NCAM yani sira laminin, kollagen ve fibronektin gibi
bazi ekstraselliiler matriks adezyon molekiilleri de rol oynamaktadir. Bu ekstraselliiler
adezyon molekdlleri, hiucre yizeyindeki integrin reseptor proteinine baglanarak
aksonlarin uzamasi ve biiylimesine yol acan bir dizi reaksiyon baglatmaktadir.
Aksonlarin biiylimesi ve hedefi bulmasini saglayan diger bir uyari, aksonun sinaps
yapacagi hedef hiicreden gelmektedir. Bu uyari, néron uzantilarina rehberlik eden
tropik faktorler ve ndronun buylime-sagkalim islevini destekleyen trofik faktorler
tarafindan gergeklestirilmektedir. Bir aksonun sinaps yapacagi hedefe ulagmasi
ardindan yasamini silirdliirmesi ve farklilasmasi, hedef hiicreden salinan trofik
faktorlere baghidir. Gelismekte olan ndronun akson ve dendritleri hedef hiicre ile temas

kuramadiginda, o néron dlmektedir (76).

4.3.1. NGF

En iyi bilinen trofik faktorlerden birisi sinir blyime faktoridir (NGF).
Yenidogan farelere ekzojen NGF enjeksiyonunun sempatik gangliyon hicrelerinde
say1 ve boyut olarak artisa neden oldugu gosterilmistir. Son yillardaki ¢aligmalar
NGF’nin birgok trofik molekiilii igeren ve norotrofinler denen genis bir aileye ait
oldugunu goéstermistir. Norotrofin ailesine ait bilinen en az i¢ nérotrofik faktor grubu
daha vardir. Bunlar; beyin kaynakli nérotrofik faktor (BDNF), ndrotrofin-3 (NT-3) ve
norotrofin-4/5 (NT-4/5)’tir. Norotrofinler aminoasit dizilimleri agisindan birbirlerine
¢ok benzemelerine ragmen islevsellik agisindan farkli ve 6zgin molekullerdir.
Ornegin NGF sempatetik ndronlarm biiyiime ve gelismesini uyarirken, BDNF bazi
sensoriyel gangliyon hiicrelerini uyarmaktadir. NT-3 ise bu iglevlerin her ikisini birden
gosterebilmektedir. Norotrofinlerin bu secici islevselligi, Tirozin Kinaz (Trk) adi
verilen 6zel bir grup reseptor ailesi lizerinden etki etmelerine baglidir. TrkA NGF’nin,
TrkB BDNF ile NT-4/5’in ve TrkC NT-3’Un reseptorudir. Trk reseptorlerinin
norotrofinlerce uyarilmasi hedef néronlarda trofik interaksiyondan sorumlu olaylarla

ilgili genlerin ekspresyonuna neden olmaktadir (76).
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Sekil 8. NGF nin etki mekanizmasi (77).

NGF, iki farkli tirozin kalintisinda TrkA’nin fosforilasyonunu indiiklemek igin
plazma membrani iizerinde yiiksek afiniteli bir tirozin kinaz reseptorine (TrkA)
baglanmaktadir. Bu fosforile edilmis tirozinler, adaptdr proteinleri veya fosfolipaz C
(PLC)’yi desteklemekte ve bu da U¢ ana sinyal yolunu aktive etmektedir. Bu yollar;
Akt kinazimn aktivasyonuna yol acan Pl 3 kinaz yolu, MAP kinaz aktivasyonuna yol
acan ras yolu ve PLC intraselliler Ca2* salimimina ve PKC'nin aktivasyonunu saglayan
yoldur. Ras ve PLC yolaklar1 temel olarak ndronal farklilagmadan sorumlu siirecleri

uyarirken, PI3 kinaz yolagi, esas olarak hiicre sagkalimina dahil olmaktadir (77).

4.3.2. BDNF

1980°1i yillarin basinda Yves Barde, Hans Thoenen ve meslektaslarinin dncii
calismalari sayesinde beyinden tiiretilen norotrofik faktér (BDNF) olarak adlandirilan
bir faktor belirlenmistir. NGF’de oldugu gibi bu faktdr, duyusal ndronlarin sagkalimi
ve akson gelisimini destekleme kabiliyeti temelinde saflastirilmistir. Bununla birlikte
BDNF’nin  ¢ok kicuk duzeylerde eksprese edilmesi nedeniyle proteinin

tanimlanmadan 6nce milyonlarca kat saflastirmanin gerekli oldugu belirtilmistir. Daha
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sonra rekombinant DNA teknolojisi, mevcut olan saflastirilmis az miktardaki BDNF
proteinini kullanarak bile hizli ilerlemeler saglamistir. 1989 yilina gelindiginde,
Barde’nin grubu BDNF i¢in cDNA’y1 klonlamay1 bagarmisti. BDNF nin sasirtict bir
sekilde tamamen farkli kkenine ve farkli ndron 6zgiilliige ragmen, NGF’nin yakin bir

tiirii oldugu ortaya ¢ikmustir (77).

4.4. N-Metil-D-Aspartik asit reseptoru

Bellek deposunun 6nemli yapilarindan olan hipokampusun ii¢ biiyiik yolagindan
biri olan Schaffer kollateral yolakta, uzun sureli potansiyalizasyon postsinaptiktir ve
transmitter olarak glutamat kullanmaktadir. Schaffer kollateral yolaktaki uzun siireli
potansiyalizasyon, NMDA tip glutamat reseptOr aktivasyonuyla baslamaktadir.
Molekiiler yapilari, elektrofizyolojik ve farmakolojik Ozelliklerine gore glutamat
reseptorleri iyonotropik ve metabotropik kanallar olmak uUzere iki buyik gruba
ayrilmaktadir. Iyon kanali bagimli reseptérler olarak da bilinen ve Ca*? aracihig: ile
calisan kanallar olan iyonotropik glutamat reseptorleri, AMPA (alfa-amino-3-
hidroksi-5-metilizoksazol-propionik asit), kainat ve  NMDA (N-metil-D-aspartat)

reseptorlerinden olugsmaktadir (78).

Beyinde eksitator postsinaptik potansiyeli meydana getiren NDMA reseptor

kanallarinin {i¢ 6zelligi bulunmaktadir (79):

e Yiiksek iletkenlige sahip iyon kanallarini kontrol ederler (50 pS) ve Na* ile

K**un yan1 sira Ca*?’a da gegirgendirler.

¢ Kanalm agilmasi bir ko-faktor olarak glisinin ekstraselliiler olarak bulunmasina
baglhdwr. Kanal sadece glisin varliginda ¢aligir. Normal kosullarda ekstraselliiler glisin
yogunlugu NMDA reseptor kanalinin caligsabilecegi miktarlarda bulunmaktadir.
Kiniirenik asit ve aminoksalinedikarboksilik asitin her ikisinin ¢ogu tiirevleri glisin

bolgesinin kompetatif antagonistleridir.

¢ Acilmasi kimyasal habercilere bagli oldugu kadar membran potansiyeline de
baglidir. Bu 6zellikleri, NMDA reseptorlerini diger voltaj kontrollii kanallardan ayiran
bir 6zelliktir.
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Schaffer yolakta uzun sireli potansiyalizasyon bircok afferent aksonun

uyarilmasimi gerektirmektedir. NMDA reseptdr kanalindan Ca*?’

un gecebilmesi igin
glutamatin postsinaptik NMDA reseptoriine baglanmasi veya postsinaptik hiicrenin
membran potansiyelinin bir¢ok afferent aksonun ayni anda tetiklenmesi ile kanalin
agzindan Mg’u uzaklastiracak kadar depolarize olmasi gereklidir (80). Kortikal
glutamatin baglanmasii saglayan NMDA alt tipi reseptorleri erken ergenlik
doneminde artis gosterirken daha sonra azalmaktadwr. Glutamat ve NMDA
reseptorleri, Ozellikle ergenlikte limbik bdlgenin yeniden yapilanmasindaki

norokimyasal siirecte 6nemli rol oynarlar (81).

Glutamat ya da L-Glutamik asit santral sinir sisteminin ana eksitator
ndrotransmitteri olarak kabul edilmektedir. Yaklasik olarak ndronlarin %60°1 ve
sinaplarin %40’1 glutamaterjik yapida oldugu belirtilmektedir. Glutamat beyinde
kognisyon, bellek ve algi gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyonlarda gdrev alan major
eksitator norotransmitterdir. Glutamat beyin gelisiminde, ndronal gogte, ndronal
farklilagsmada, akson olusumunda ve noronal yasamda da onemli gorev almaktadir.
Sinir sisteminde, noroplastisitede, sinaptik etkinligin ve sinaps yapilarinimn degisiminde
merkezi rol oynamaktadir. Bu islevler bellek ve diger bilissel fonksiyonlarla iliskilidir
(78). Sinaptik aktivite, sinaptik boslukta gecici lokal glutamat konsatrasyon artigina
neden olmaktadir. Glutamatin yasam i¢in gerekliligi yani sira merkezi sinir sisteminde
konsantrasyon degisikliginin toksik etki olusturdugu bilinmektedir. Glutamata bagl
yikim siirecinin travmatik hasar, oksidatif stress, toksik biyokimyasal ajanlar ve

otoimmun hastaliklar tarafindan tetiklenebilecegi belirtilmistir (82).

Genellikle sinaptik araliga salinan glutamat konsantrasyonunun yuksek
diizeylere ¢ikabildigi ancak yliksek konsantrasyonun yalnizca birka¢ milisaniye
siirdiigii tespit edilmistir. Bu siirenin uzamasi sonucunda noronal glutamat
reseptorlerinin asir1 uyarilmasi, néronlarin 6ldiiriicti bir eksitasyona maruz kalmasina
yol agmaktadir. Eksitotoksisitenin serebral hasarlar sonrasmndaki yikimdan sorumlu
oldugu, hipoksi ve serebral etkilerine yonelik ¢aligmalar sonucunda fark edilmistir.
Deneysel hayvan ¢aligmalarinda glutamat reseptdr antagonistlerinin mikroenjeksiyonu
sayesinde iskemiye bagli ndronal hasarlanmanin 6nlenebildigi belirlenmistir. Rodent
ve primatlarda glutamat antagonistlerinin stroke ve kafa travmasinda ndroprotektif
oldugu bildirilmistir (83).
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Eksitotoksik mekanizmalarin diger akut ndronal hasarlanma durumlarinda da rol

oynadig1 bilinmektedir. Bu néronal hasarlanmalar hipoglisemi, travma ya da status

epileptikus gibi uzamig néronal desarj durumlari olabilir. Travmatik beyin hasarmin

patogenezinde de hipoksikiskemik hasara benzer sekilde enerji yetmezligi, serbest

radikallerin artisina bagli oksidatif stres, eksitotoksisite, ayrica serebrovaskiiler

disregiilasyon sonucu bir yandan iskemi, diger yandan vazojenik 6dem ve beyin

sismesine sekonder gelisen intrakraniyal basing artist hiicre 6liimiinden sorumludur

(Sekil 9).

Travmatik beyin hasan
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Sekil 9. Travmatik beyin hasari etkileri (76)

Sekil 9’da travmatik beyin hasar1 sonrasinda eksitotoksisitenin sitotoksik 6dem

olusumuna yol carak nekroz, apopitoz, iskemi sonucu hiicre 6liimiine neden oldugu

gorulmektedir. Eksitotoksik hiicre dliimiiniin ger¢eklesmesinde glutamatin (genellikle

NDMA) roli Sekil 10°da tasvir edilmistir.
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Sekil 10. Glutamat kaynakl eksitotoksik hiicre 6lum

Glutamat reseptorlerinin, 6zellikle NMDA reseptorlerinin asir1 aktivasyonu,
bazi hastaliklarda yer alan nérodejenerasyon ve hiicre 6limine neden olan islemlerden
biridir. Bu durum, hiicre ici Ca*? artigma yol agmakta ve bdylece hiicre zarmn,
endoplazmik retikulum (ER) ve mitokondrinin lipid peroksidasyonuna (LP) neden
olmaktadir. Bu LP, peroksinitritleri olusturan nitrik oksit (NO) ve stperoksit
radikalleri (O2-) tiretimine baglidir. Membranlarda lipitlerin perokside edildigi zaman
membran tastyicilarinin ve iyonik kanallarin aktivitesini degistiren 4-hidroksinonenal
tretimi de gergeklesmektedir. LP ayrica eksitotoksik progesin bir pargasi olarak
Na+/K+ ATPaz kanalina, glikoz tasiyicilari ve glutamata hasar vermekte ve iyonik
homeostaziyi bozmaktadir, bu da ER ve mitokondrideki ATP tedarigini tehlikeye
atmaktadir. Hiicre i¢i Ca?* konsantrasyonundaki artis, farkli Ca*2 bagimli enzimlerin
(proteazlar, niikleazlar ve fosfolipazlar) aktivasyonu gibi hiicresel apoptoza baglh

hiicre i¢i sinyal yollarmin aktivasyonunu saglar (84).

4.4.1. NMDA Reseptoriiniin Yapisi

Rekombinant reseptorler iizerine yapilan ¢aligmalar, reseptor ozelliklerinin
NMDA reseptorleri alt birimleri tarafindan nasil tanimlandigina dair yeni yaklagimlar
saglamistir. Lokal reseptorlerin olas1 alt birim kompozisyonu, spesifik alt birim genleri

silinen hayvanlar kullanilarak altbirim mRNA veya protein dagilimi incelenerek veya
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lokal ve rekombinant NMDA reseptorlerin fonksiyonel 6zelliklerini karsilastirarak
anlagilmigtir. Bu yaklagimlar, spesifik alt birimler ile iligkili reseptor kanali
ozelliklerinin belirlenmesini miimkiin kilmig ve NMDA reseptor alt birimlerinin belirli

sinapslarda iletim 6zelliklerine olan etkisini gostermislerdir (85).

NMDA reseptorleri, NR1 alt birimleri ve beraberinde NR2 alt birimlerinin en
azindan bir tipinden olusan heteromerik yapilardir. NR2 alt birimlerinden gelen
domainler, glisin baglanma bdlgesini olusturmaktadir. Membrana dogru dizilmis her
glutamat reseptor alt birimi, farkl yaklagimlarm bir bileskesinden ortaya ¢ikarilmastir.
Calismalarda NMDA-R, AMPA-R ve kainat reseptor alt birimleri 3 adet membrana
uzanan domain icermektedir (M1, M3 ve M4). M2 domaini ise membrana sitoplazmik
kenardan daldirilmis bir helezon sekli olusturmaktadir. Her NMDA-R alt birimi genis
bir ekstraselluler N-terminal domaini ve intraselliiler C-terminali icermektedir (79).

Intraseltler bolgede, domainler lokal GIuN1-GIuN2 heterodimerleri olarak
diizenlenmekte ve iki katmanli bir simetri ekseni olan dimer i¢i organizasyon
sergilemektedir. AMPA ve kainat reseptorleri gibi N-terminal ve agonist baglayict
bolgelerin katmanlar1 arasindaki alanlarin eslestirilmesinin farkli alt birimler icerdigi
ve boylece biiyiik hiicre dis1 bolgeyi bir araya getirecek sekilde “degis tokus” (alt birim
olarak da bilinir) alan1 olusturdugu goriilmiistiir. Sonug olarak, GluN1 ve GIuN2 alt
birimleri, tiim reseptorde iki adet esdeger olmayan konformasyon sergilemektedir. N-
terminal bolge katmaninda bulunan GluN2 alt birimleri, genel simetri eksenine GluN1

alt birimlerinden daha yakindir (86).
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Sekil 11. NMDA reseptor yapist. Soldaki gorinti: Hetero-tetramerik GIuUN1/GIuN2B
reseptoriiniin X-isin1 yapist (PDB: 4TLM, yiizey gdsterimi). Iki GluN1 alt birimi farkls
gri tonlarmda ve GluN2B alt birimlerinde farkli mavi tonlarinda temsil edilmistir.
Reseptor, ‘tepenin NT iist kisminda N-terminal bolgeler, GluN1’deki agonist baglayict
bolgeler baglayici glisin (veya D-serin) ve GluN2’de glutamat ve iyon kanali gozenegi
iceren TMD ile katmanli bir diizenlemeye sahiptir. Sagdaki gériintii: ortosterik
bolgenin GluN1 (glisin bagli) ve GIuN2 (glutamat bagli) ve transmembran bolgesinde
iyon kanal gozenek yeri. Iki 6n alt iinite (gri GluN1, mavi GIluN2) karikatiir
gOsterimindedir (86).

4.4.2. NMDA Reseptor Turleri

NMDA reseptorlerinin NR1, NR2A-B-C-D ve NR3A-B olmak Uzere yedi alt
tiirii bulunmaktadir. NMDA reseptorleri beynin her boliimiinde yaygin olarak goriilse
de baskm olduklar1 bolim 6n beyindir. NMDA reseptorlerinin en fazla miktarda

bulunduklar1 boliim ise hipokampusun CAL bdlgesidir (87, 84).

eNR1: Glisin baglayici bolgeyi i¢ermektedir. 105,5 kDA agwrhiginda, 938
aminoasitten meydana gelmistir. NR1 reseptor alt tip ekspresyonu santral sinir
sisteminde hemen hemen her yerde bulunmaktadir. Sigan embriyosunda gestasyonun
14. giiniinde ekspresyonu baslayan NR1 subiiniti dogum sonras1 3. haftaya kadar
artarak ylikselmektedir.

¢ NR2: Glutamat baglayic1 bolgeyi kapsamakta ve 4 alt birimi bulunmaktadir.

*NR2A: Beyinde postnatal eksprese edilmektedir. 165.5 kDA agirliginda ve
1464 aminoasitten meydana gelmistir. Ekspresyonu igin yuzeyde NR1 N-terminalinin
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bulunmasi gereklidir. NR2A mRNA’s1 tiim beyinde yaygin olarak bulunmakta ancak
serebral korteks, hipokampus ve serebellumda daha yogun olarak bulunmaktadir.

¢NR2B: Tum embriyonik beyinde ayrica embriyonik ve neonatal kardiyak
miyositlerde eksprese edilir. Postnatal olarak yalniz 6n beyinde eksprese edilir. 1482
aminoasitten olusmakta ve 165,9 kDA agirhigindadir. NR2B’nin ekspresyonu 6n
beyinde, serebral korteks, hipokampus, septum, kaudat ve putamende segici olarak
yiiksek diizeyde bulunmaktadir.

eNR2C: Postnatal olarak serebellumda eksprese edilmektedir. 1239
aminoasitten olugmakta ve 135,4 kDA agrrhigindadir. NR2C’nin ekspresyonu ise
serebellumda dominant olarak bulunurken, talamusta ve olfaktor bulbusta daha az
olarak bulunmaktadir.

¢ NR2D: Diensefalon ve beyin sapinda embriyonal ve neonatal olarak eksprese
edilir. 1323 aminoasitten olusmakta ve 142,9 kDA agrligindadir. NR2D’nin
ekspresyonu orta beyin ve arka beyinde yiksek iken; diisik dizeyleri talamusta,
olfaktor bulbusta ve beyin sapinda bulunmaktadir. NR2A ekspresyonununa
tamamlayicidir.

eNR3: Silik fonksiyon gosterir. NR3A ve NR3B olarak iki tiptir. Ca*
gecirgenligi yavas ve uzun sirer. NR3A serebellum hari¢ korteks, hipokampus (CA1),
orta beyin, arka beyin ve spinal kortta eksprese edilmektedir. Neonatal ekspresyonlar1
cok giicliidiir, sonra azalmaya baslamaktadir. NR3B’nin eksprese edilmesi motor
noronlarla sinirhdir. NR2 alt birimi gibi NR3 de diizenleyici bir alt birimdir ve varligi

NR1 / NR2 heterodimerlerinin aktivasyonu ile olusan iyonik akimlar1 azaltmaktadir
(79).

4.5. MK-801 (Dizocilpine maleate)
4.5.1. MK-801 ve Genel Ozellikleri

Rekabetci olmayan bir NMDA reseptor antagonisti olan MK-801 (Dizosilpin),
hem hayvan modellerinde hem de insan deneklerde sizofrenide goriilenlere benzer bir
norokimyasal ve davranigsal degisiklik deseni tiretebilir. NMDA-R antagonistleri ile
tedavi, hayvan modellerinde glutamaterjik sistemleri degistirerek hem pozitif hem de
negatif semptomlar olusturmaktadir (88). MK-801, ¢cogu anestezik ve antikonviilsan
Ozellikler gibi merkezi sinir sistemine yonelik cesitli fizyolojik aktiviteler
gostermektedir (89).
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(1) CH,

Sekil 12. Dizosilpin MK-801 kimyasal yapisi. Bu ikincil-amin esas olarak baglant1

mekanizmasi ve fizyolojik aktivite ile iliskilidir.

MK-801 gibi NMDA antagonistleri, sicanlarda sensorimotor ge¢isini bozmakta,
bu etki ile sizofrenide sergilenen eksikliklerin giderilebilecegini diisiindiirmektedir.
MK-801, inme, travma, Parkinson hastaligi ve organofosfatin neden oldugu ndbet

modellerinde iyi bilinen bir néroprotektandir (89).

4.5.2. MK-801 ve NMDA’ya Baglanma Mekanizmasi

Son yillarda, NMDA glutamat reseptor sisteminin sizofreni tedavisinde
potansiyel bir rolli olmasina iligkin aragtirmalar yapilmistr. NMDA blokaji yapan
diger ilaglarla yapilan ardigik arastirmalar akut psikotik reaksiyonlari tetiklemekte ve
bu nedenle NMDA glutamat reseptor fonksiyonundaki bozuklugun sizofreni
patofizyolojisinde model olabilecegi goriilmiistiir. NMDA reseptor blokaji sonucunda
serebral kortekste eksitator norotransmitterlerin fazla salinimi ve postsinaptik
noronlarin ardigik stimulasyonu NMDA reseptor hipofonksiyon (NMDARHipo)
durumunu olusturacagi ve goriilen davranis degisikliklerini acgiklayabilecegi
ongorilmistiir (90, 91).

Beyinde en yaygin kullanilan eksitator amino asit olan glutamat, iyonotropik ve
metabotropik reseptorleri uyarmaktadir. Serebral iskemi veya hipoksiden sonra,
reseptdrlerinin asir1 uyarilmasma neden olan ve hiicre i¢i Ca*? konsantrasyonunda bir
artisa yol agan glutamat salminu mevcuttur. Ca*? iyonunun artmasinimn; proteazlari,
lipazlari, endoniikleazlar1 ve nitrik oksit sentazlari aktive ederek ve serbest oksijen
radikallerinin olusumunu tesvik ederek noronlar1 dejenere eden ¢esitli patolojik
prosesleri harekete gecirdigi varsayilmaktadir. MK-801 ile tedavi edilmis sican
hipokampal néron kiltirleri noroprotektif etki gostermektedir. MK-801'in, iskemik

hasara kars1 noroproteksiyon alanindaki inhibitdr amino asitlerin salinimi iizerindeki
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etkisi arastirilmistir. iskeminin neden oldugu beyin hasarma karsi koruma, en azindan
kismen, kalsiyum akisinin inhibe edilmesi ve daha da Onemlisi iskemik
sinaptozomlardan disar1 ¢ikan amino asit salimmin bloke edilmesi ile iliskilidir. 1lgili
bir ¢caligmada, paraquat veya ksantin oksidazin NMDA reseptoriinii aktive ettigi ve
sonugta ortaya ¢ikan uyarict amino asit glutamatin eksitotoksisiteye yol actigi

gOsterilmistir. Dizosilpin, bir antioksidan olarak islev goren bu oksidan hasari
hafifletmektedir (89).

NMDA reseptorlerinin yapisinda bulunan amino-termal bolgeler alt GluN1-
GIuN2B NMDA reseptorlerini inhibe eden ve bunun igcin umut vaat eden ifenprodil ve
Ro 25-698 gibi allosterik modiilatorlerin baglanmasi i¢in alt-birim-spesifik reseptor
diizeneginin merkezi olup, Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinin tedavisi i¢in umut
vadeden bir tedavi segenegidir. PH bagimli GluN2B-segici inhibitorleri, travmatik
beyin hasarinda noroprotektiftir ve beyin hasarini minimal yan etkilerle tedavi etmek
amaciyla bazi ¢oziimler sunmaktadir. Ayrica MK-801 (dizosilpin) ve memantin dahil
olmak Uzere, transmembran bolgeyi hedef alan ki¢ik molekller, eksitotoksisite ile
iliskili bozukluklarmn tedavisi i¢in umut vaat etmektedir. MK-801 inme, travma ve
Parkinson hastaliklarinin hayvan modellerinde kullanilan ndroprotektif bir ajandir,
ancak psikotik davranig ve nodronal dejenerasyona neden olabilir. Muhtemelen
reseptoru tzerindeki ylksek afinitesi ve uzun sireli kalma siresinin bir sonucu olan

MK-801"in yan etkileri klinik uygulamay1 zorlastirmaktadir (92).
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5. GEREC ve YONTEM

Bu caligmada immatiir siganlarda uygulanan deneysel kiint kafa travmasinin ve
travma sonrasi akut uygulanilan MK-801’in beyin dokusu ve uzaysal bellek
fonksiyonu tizerine uzun donem etkileri incelenmistir. Bunun yani sira travma ve MK-
801’in noronlarin yasami ve farklilasmasinda onemli yeri olan NGF, BDNF ve
NMDA-R ekspresyonuna etkileri immunohistokimyasal ve ELISA yontemleri ile
degerlendirilmistir. Ayrica astrosit aktivasyonunun bir isareti olarak kullanilan GFAP

ekspresyonu immunohistokimyasal olarak incelenmistir.

Arastirmada beyin gelisiminin en hizli oldugu dénem i¢inde bulundugu bilinen
7 glnliik yavru siganlar kullanilmistir. 7 giinliik yavru sicanlara hafif eter anestezisinin
ardindan agirhik diisiirme modeli ile travma uygulanmistir. Travmadan sonra tiim
yavrular elektrikli battaniye Uzerinde toparlanincaya kadar bekletilmistir. Travma
ardindan 4 saat sonra yavrular annelerinin yanida geri birakilmustir. Ug grup yavru
siganlara (kontrol, travma ve travma+ MK-801) 4 aylik oldugunda, acik alan testi ve
sonrasinda 5 giinliik 6grenme-bellek deneyleri gergeklestirilmistir. Deneylerin
bitiminde morfolojik, histolojik ve biyokimyasal degerlendirme amaciyla sakrifiye

edilerek beyinleri ¢ikarilmistir.

5.1. GEREC
5.1.1. Denek Gruplan

Arastrmada kullanilan laboratuvar hayvanlarinin temin edilmesi ve bakimi
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Deneysel
Arastirmalar Birimi’nde gergeklestirilmistir. Calismada 37 adet 7 gunlik Sprague
Dawley si¢anlar 3 gruba ayrilmistir. Sicanlar, her kafeste 13 adet kontrol grubu, 12
adet travma grubu ve 12 adet travma+ MK-801 grubu hayvan bulunacak sekilde 3 ayr1
kafeste, 23+2°C oda sicakliginda, 12 saat aydinlik-12 saat karanlik periyot saglanarak,
standart pellet yemlerine ve suya serbestce erigebilecekleri konumda
barmdirilmiglardir. Siganlar {izerinde uygulanan tiim deney paradigmalari, ulusal ve
uluslararasi hayvan deneyleri mevzuatina ve kilavuzlarina uygun olup; Dokuz Eylul
Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (TF-HADYEK)
tarafindan 21.02.2018 tarih ve 32/2018 karar numarasi ile onaylanmstur.
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Sekil 13. Arastirmada kullanilan 7 giinliik yavru siganlar

Arastirmanin  kontrol grubu 13 sicandan olusan ve herhangi bir iglem
uygulanmayan, travma grubu 12 sicandan olusan ve yalnizca kafa travmasi uygulanan,
arastirmanin iiglincii grubu ise 12 sicandan olusan, kafa travmasi uygulanan ve ayni
zamanda MK-801 uygulanan travma+ MK-801 grubudur. Uclincii grupta kafa
travmasindan hemen sonra serum fizyolojik icerisinde ¢6ziinen MK-801 (Sigma

M107) 1 mg/kg tek doz ip uygulanmistir (22).

5.1.2. Kullanilan Kimyasal Cozeltiler ve Maddeler
Denek olarak kullanilan sicanlarin yasamlari, hafif eter anestezisini takiben
dekapitasyonla sonlandirilmistir. Boylelikle kullanilan anestezik yontem literatiirle

uyumlu olacagindan ¢aligmayi tartismada kolaylik saglanacag diistiniilmektedir.

5.2. YONTEM
5.2.1. Travmatik Beyin Zedelenmesi Modeli

Literatiirde daha Once tanimlanan konttzyon travma modeli, immatir
primatlarda sik¢a kullanilmaktadir (93; 8). Bu arastrmadaki modelde 40 cm
uzunlugunda ve 1 cm araliklarla delinerek olusturulmus kontlizyon aleti, eter
anestezisi altindaki yavru siganin parietal kemigi lizerine dayanmis 2 mm ¢apinda
yuvarlak footplate iizerinde dik tutulmustur. Beyin kontlizyonu i¢in denegin agirligi
kadar (10 gr) agirligin diisiiriilmesi amaciyla 160 gxcm bir kuvvet olusturulmustur.
Sag parietal kemige agirligin diisiiriilme koordinatlari, sagda lambdanin 3 mm anterior
x 2 mm lateralinde seklinde ayarlanmistir. Tiim yavru sicanlar, travmadan 4 saat sonra

annelerine geri donene kadar bir 1sitma pedi (izerinde tutulmustur.
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Sekil 14. Kafa travmasi diizenegi

5.2.2. Intraperitoneal MK-801 Uygulanmasi

N-metil-D-aspartat tipi glutamat reseptOrlerinin rekabet¢ci olmayan bir
antagonisti olan MK-801, N-metil-D-aspartatin eksitotoksik etkilerini antagonize etme
kabiliyeti acgisindan test edilmistir (94). Arastrmada 3. grupta yer alan travma
uygulanmis yavru sicanlara MK-801 1 mg/kg tek doz intraperitoneal uygulanmustir.

Sekil 15. Siganlara MK801’in intraperitoneal uygulanmasi
Baslangigta 5 mg MK-801 (Sigma M107); 50 mL tuzlu suda ¢6ziinmiis ve 10
gram hayvan agirhgma karsilik gelen 10 pg MK-801 igin, 0.1 mL (100 pL) tuzlu su

iceren ¢ozelti hazirlanmastir.
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5.2.3. Deneysel Degerlendirmeler
5.2.3.1. Acik alan testi

Acik alan testi, sartlandirilmamis korku ve anksiyeteyi degerlendirmek amaciyla
kullanilmaktadir. Siganlarin aydinlik bir alana yerlestirildikleri kosullarda, hem yeni
bir ¢evre hem de 151k faktorleri sicanlar i¢in birer stres faktorii olusturmaktadir. Artan
anksiyete sonucunda lokomotor aktivitede azalma, merkezi alanlar yerine kenar

alanlarda aktivitede artig goriilmektedir.

Sekil 16. Acik alan testi diizenegi

Acik alan testi 1yl aydmlatilmis bir alana yerlestirilen opak duvari olan ve zemini
16 esit kareye boliinmiis 80 (genislik) x 80 (uzunluk) x 50 cm (yiikseklik) bir arena
icerisinde yapilmistir. Deney alani {lizerine 1,5 m yilikseklige bir CCD kamera
yerlestirilerek alan igerisine rastgele olarak yerlestirilen hayvanlarin davraniglari 5
dakika sureyle kayit edilmistir. Her hayvan test alanindan alindiktan sonar zemin
alkollii bir bezle silinmistir. Elde edilen kayitlar, bagimsiz bir gozlemci tarafindan
incelenmis ve toplam hareket edilen kare sayisi, dis ve i¢ karelerde gegirilen siirelerin

toplam siire icerisindeki oranlar1 hesaplanmistir (95).

5.2.3.2. Morris su labirenti testi

Acik alan testi sonrasinda Morris su labirenti testi kullanilarak spasyal 6grenme
ve bellek degerlendirilmistir. Havuzun bulundugu odanin duvarlarina saat, tablo gibi
isaretler yerlestirilerek, sicanlarin bu isaretleri kullanarak yonlerini belirlemesi
saglanmigtir. Labirent merkezinden ortalama 2 metre yiikseklikte siganlarin

davraniglarini izlemek ve kaydetmek tizere bir video kamera sistemi bulunmaktadir.
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g
Sekil 17. Siganlarin Morris su labirenti tizerinde durma ve yiizme davranislar

Testin yapildig1 her giin si¢anlar gizli platformun bulunmadigi rastgele secilmis
3 kadranin birinden, yiizleri havuz kenarma doniik olarak suya birakilmis ve gizli
platformu bulana kadar siganlarin yiizmelerine izin verilmistir. Siganlarin maksimum
yiizme siiresi 60 saniye olarak sinirlandirilmistir. Eger 60 saniye igerisinde si¢canlarin
platformu bulamamalar1 halinde, 15 saniye platformun iistiinde kalmasma izin
verilmigtir. Her sicana giinde 5 ardisik deneme uygulanmis, denemelerin araliklar1 60
saniye olarak belirlenmistir. Her denemenin tamamlanmasindan sonra siganlar
platform {izerinden alinarak kurulanmis ve kafeslerine geri konulmustur. Bu siirecte
gergeklestirilen iglemler adrisik 4 giin tekrarlanmistir. Boylece her sigan ile 4 giin
toplam 20 deneme uygulanmistir. 5. giin her sicana bir hatirlama deneyi (probe trial)
uygulanmistir. Platform havuzdan kaldirilarak sicanin 60 saniye ylizmesine izin
verilmistir. Hatirlama deneyi bitiminde davranissal veriler; yizme mesafesi, platformu

bulma siiresi ve her kadranda harcanan siire degerlendirilmistir (96; 97).

Bu arastirmada Morris su labirenti testine travma+ MK-801 grubundan 11 si¢an
alinmig, 1 sigan ise test dis1 birakilmistir (gelisim geriligi ve yiizememe, bogulma gibi

motor becerilerde yetersizlikten dolayz).

5.2.3.3. Hipokampal Néron Sayim

Ogrenme-bellek deneylerinden sonra, eter anestezisinin ardindan sakrifikasyon
islemi uygulanip kafatasi agilarak beyin biitiin olarak ¢ikartilip 150 ml heparinli serum
fizyolojik (100 U/ 100 ml) ile perfiizyonun hemen ardindan 300 ml formol ile
fiksasyon islemi yapilmistir. Kafatasi agilip beyin bir biitiin olarak ¢ikartildiktan sonra
%10’luk notral formalinle fikse edilip rutin 151k mikroskobik doku takip islemlerinden

gecirilerek parafin bloklara gomiilmiistiir. Parafin bloklardan sistematik rastgele
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ornekleme ile doku tiikeninceye kadar 5 um kalinliginda kesitler alinip, Paxinos ve
Watson’un atlasina gore yaklasik hipokampusun CA1, CA3 ve dentat girus bolgesine
karsilik gelen 21, 23 ve 25. kesitler se¢ilmistir (98). Biitiin kesitler cresyl violet boyast
ile boyanmis, elde edilen preparatlar 151k mikroskobunda incelenerek volim
degisikligi acisindan Cavalieri metodu ile degerlendirilmistir. Hipokampusun CAl,
CA3 ve gyrus dentatus bolgelerinin hacimleri hesaplanmis ve bu bolgelerde total hiicre
sayimi yapilmigtir. Hipokampusun CAl, CA3 ve dentat girus bolgeleri sag ve sol

hemisferleri olarak ayr1 ayr1 sayilmigtir.

5.2.3.4. Indirekt Immunohistokimyasal Yéntem

Immunohistokimyasal inceleme i¢in 60°C’lik etiivde 1 gece ve 3 degisim 20’ser
dakika deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde rehidrate edildikten
sonra 10 dakika distile su ile yikanmistir. Dokuya zarar vermeden kurulanip dakopen
(Dako, Glostrup, Denmark) ile ¢evreleri sinirlanmistir. Diger antikorlar i¢in tripsin
soliisyonu i¢inde 37°C etiivde 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazi
inhibe etmek amaciyla 5 dk %3 liik hidrojen peroksit uygulanmistir. 3 defa 5’er dakika
fosfat tampon solusyonu ile yikanan kesitler, 1 saat oda sicakliginda bloklama
solusyonu ile enkiibe edilmis ve ardindan yikama yapilmadan NGF, BDNF, NMDA-
R ve GFAP antikorlar1 ile bir saat +4°C’de enkiibe edilmistir. Ardindan fosfatli tampon
solusyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder antikor ile 30 dk inkiibe
edilmistir. PBS solusyonu ile yikama yapildiktan sonra enzimle isaretli (peroksidaz)
avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) 30 dakika uygulanmis, reaksiyonun goriiniir
hale getirilmesi icin Diaminobenzidin (DAB) kullanilmistir. Zemin boyamasi Harris
hematoksilen ile yapilmistir. Dereceli alkollerde dehidratasyon iglemi gergeklestirilen
kesitler ile seffaflagtrma isleminden sonra entellan ile kapatilmistir. Her sican
grubundan 5’er adet sicanin tiim beyinlerin c¢ikartilmis, sakrifikasyonda %10
formaldehit icerisinde oda sicakliginda saklanarak immunohistokimyasal analize

baslanmustir.

5.2.3.5. NGF, BDNF ve NMDA-R duzeylerinin ELISA ile degerlendirilmesi
Sican doku orneklerinin  hazirlanmast ve protein olgiimleri: Doku
homojenizasyonu igin 100 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, %1 Triton
X-100, %5 Sodyumdeoksikolat, proteaz inhibitor kokteyli karigimi ile hazirlanmig
doku ektraksiyon tamponu kullanilmistir. Her bir dokunun 0.1 g agirligi ig¢in 1:10
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olacak sekilde doku ekstraksiyon tamponu kullanilmistir (w/v). Elde edilen
homojenatlar 4000 rpm’de 15 dak. santrifilj edilmis ve siipernatanlarda biginkonik asit
(BCA) protein dl¢iim yontemi ile protein dl¢iimii yapilmistir (Kat No: Thermo, BCA
Protein assay Kits, 23225 Rockford, USA). Siipernatanlarin bir kismi biyokimyasal

caligmalar igin -80°C’de analiz guiniine kadar muhafaza edilmistir.

Protein Olciim: Siipernatanlarda protein élgiimiinde biginkonik (BCA) protein
Ol¢tim yontemi kullanilmistir. Bu amagla Thermo marka (Kat No: BCA, Protein assay
Kit, 2325) protein analiz kiti kullanilmistir. Yontemde, bakir siilfat BCA ¢ozeltisine
eklendiginde elma yesili renk olusturmakta; bu c¢ozelti protein ¢ozeltisine ilave
edildiginde, proteinin peptid baglar1 ile etkileserek, alkali kosullar altinda iki degerlikli
Cu?* iyonlar1 bir degerlikli Cu* iyonlarma indirgenerek mavi-mor renkli bir kompleks

olusturmaktadir. Mavi rengin siddeti protein konsantrasyonu ile orantilidir.

e Protein standarti olarak bidistile su iginde 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000 ve
2000 pg/mL konsantrasyonlarinda sigir serum albumini (BSA) standartlari
hazirlanmastir.

e Standartlardan ve 6rneklerden 25’er ul 96 kuyucuklu plaga konulmustur.

e Calisma c¢ozeltisi; A reaktifi (biginkonik asit solusyonu, sodyum karbonat,
sodyum bikarbonat, biginkonik asit ve sodyum tartarat) ve B reaktifinin (bakir siilfat
solusyonu) 1:20 oraninda karistirilmastyla hazirlandi. 200 pl ¢alisma ¢ozeltisinden her
kuyucuga eklenmistir.

¢ 37°C’de 30 dakika bekletilmistir.

e Ornek absorbanslar1 562 nm’de okunmustur.

e Protein konsantrasyonlar1 standart grafigi kullanilarak hesaplanmis ve sonuglar

ug/mL olarak ifade edilmistir.

ELISA olgimleri: Kontrol, Travma ve Travma+ MK-801 gruplarinda beyin
dokularinda NGF (Katolog No: Sun Red 201-11-0540), NMDR (Katolog No: Sun Red
201-11-5837) ve BDNF (Katolog No: Sun Red 201-11-0477) diizeyleri enzim bagl
immunosorbent assay (ELISA) kitleri ile kit prosediriine uygun olarak
degerlendirilmistir. Absorbanslar Synergy HT, Multi-Detection Microplate Reader,
BIO-TEK plate reader cihazi ile 450 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Sonuglar, pg/mg
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protein olarak verilmistir. Analizlerde travma ve kontrol gruplarindan 7’ser, travma+

MK-801 grubundan 6 siganin sag ve sol hipokampuslar1 ¢ikartilarak kullanilmastir.

Sekil 18. Arastirmada kullanilan ELISA kiti

ELISA yontemi: Slpernatanlarda NGF, BDNF ve NMDA-R protein duzeylerini
olemek i¢in kullanilacak kit igersindeki 96 kuyucuklu plaklarin i¢ yiizeyleri NGF,
BDNF ve NMDA-R molekullerine 6zgi monoklonal antikorlar ile kaplidir. Travma,
travma+ MK-801 ve kontrol gruplarmnimn 6rnekleri ile NGF, BDNF ve NMDA-R igerigi
bilinen standart 6rnekleri, spesifik NGF, BDNF ve NMDA-R antikorlari ile birlikte bu
kuyucuklarin iginde inkiibe edilir. Antijen-antikor kompleksi olugur. Inkiibasyonun
ardindan baglanamayan molekiiller kuyucuklar yikanarak ortamdan uzaklastirilir.
Orneklerde bagli olan NGF, BDNF ve NMDA-R diizeylerini tespit etmek icin
kuyucuklara “horseradish” peroksidaz enzimi ile isaretli antikorlar (ikincil
monoklonal antikorlar) eklenir. Inkiibasyon siiresi bitiminde bir yikama islemi ile
serbest kalan konjugat ortamdan uzaklastirir. Peroksidaz ile reaksiyona giren
tetrametil benzidin substrati kuyucuklara eklendiginde enzimatik reaksiyon baglatilmis
olur. Belirlenen inkiibasyon siresinin bitiminde enzimatik reaksiyon durdurularak
reaksiyon kuyucuklarinda olusan sar1 renkli ¢ozeltinin 450 nm’de absorbansi1 okunur.
Renk yogunlugu, 6rnekteki ikincil antikora bagli NGF, BDNF ve NMDA-R miktariyla

dogrudan orantilidir.
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5.2.4. istatistiksel Analiz

Arastirmadan elde edilen veriler, SPSS (Statistical Package of Social Science)
Software 15.0 programinda degerlendirilmistir. ELISA ile degerlendirme igin gruplar
arasindaki karsilagtirmalarda Kruskall Wallis testi, gruplarimn ikili karsilagtirmalarinda
Mann Whitney-U testi kullanilmistir. Veriler, grup ortalamalar1 + standart sapma

olarak verilmistir. p<0.05 bulunmas1 anlamli olarak kabul edilmistir.

Hipokampal néron sayimi, immunohistokimyasal analiz ve davranis testleri igin
tek yonlii varyans analizi kullanilmistir. Tek yonlu varyans analizi 3 ya da daha fazla
grup ortalamasi arasinda istatistiksel farklilik olup olmadigini test etmek amaciyla
kullanilan bir yontemdir. Grup ortalamalarmin karsilastirilmas: deneyin sonunda
bagimli degiskende meydana gelen degiskenligin ne kadarinin faktorden ne kadarinin
hatadan kaynaklandiginin belirlemesi, bir baska deyisle toplam varyansin bilesenlerine

ayrilmasi yardimiyla yapilmaktadir.

Tek yonlli Varyans analizi ANOVA’nin 6zel bir halidir ve tasarimlar i¢inde en
basit olan analiz ¢esididir. Etkisi arastirilmak istenen yalniz bir faktor oldugundan tek
faktorli ANOVA olarak da adlandirilmaktadir. Tek yonlii ANOVA, deney birimleri
homojen oldugunda kullanilmasi1 Onerilen en uygun tasarimdir. ANOVA’nin
uygulanabilirligi i¢in belirlenen varsayimlarmnin saglanmasi gerekmektedir. Bu
bahsedilen varsayimlardan bir tanesi Normallik varsayimidir. Normallik varsayimi, en
onemli varsayimlardan biri olarak gdsterilmektedir. Eger normallik varsayimi
saglanmadig takdirde parametrik bir test kabul edilmez ve ANOVA testi yerine
parametrik olmayan alternatif testi Kruskal Wallis testi uygulanmalidir. ANOVA
testinin yokluk hipotezi “ortalamalar arasinda anlamli bir farklilik yoktur” seklinde
kullanilir ve test istatistigi olarak bilinen p degeri 0,05 anlamlilik diizeyinden biiyiik
oldugunda yokluk hipotezi reddedilemez. Eger p<0,05 oldugundan ise yokluk hipotezi
reddedilir ve ortalamalar arasinda fark oldugu sdylenebilir. Bu durumda deneme
ortalamalar1 arasindaki farkliligin hangi deneme veya denemelerden kaynaklandigini
belirlemek amaciyla bazi ikili ve ¢oklu karsilastirma metotlar1 bulunmaktadir. Bu

caligmada karsilagtirma metotlaridan Bonferroni karsilastirma metodu kullanilmistir.
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Bonferroni Metodu, sinirli sayida baginti1 karsilagtirilmak isteniyorsa kullanilmasi

onerilmektedir (99).
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6. BULGULAR
Arastirmadan elde edilen bulgular sirastyla; viicut agirligi, hipokampal ndron
sayimi, immunohistokimyasal analiz, ELISA, a¢ik alan ve Morris su labirent testine

iliskin bulgular seklinde siralanmastir.

6.1. Sicanlarin Viicut Agirhklarina iliskin Bulgular

Arastirmada kullanilan sigan gruplarindan; kontrol grubu, travma grubu ve
travma+ MK-801 grubuna iliskin 16 hafta boyunca, haftalik Glglilen viicut agirlik
ortalamalar1 Tablo 2’de ve Sekil 19°da yer almaktadir.

Tablo 2. Deney gruplarna iliskin viicut agirhigi istatistikleri

N X (Ort) SS Min. Maks. p
Kontrol 13 199,3016 | 11,90230 186,18 220,81
Travma 12 200,8605 | 19,26830 152,33 224,22
Tra‘"gg; MK 12 | 1038014 | 1961961 | 16730 | 23230 | ™%
Toplam 37 197,8832 | 17,19713 152,33 232.30
Sicanlarin 16. Haftada Vicut Agirhg
204,00
202,00
200,00
%.z 198,00
Eo 196,00
<C
5 194,00
g
192,00
193,80
190,00
188,00
Kontrol Travma Travma+MK-801

Sekil 19. Viicut agirliklarinin gruplara gére dagilimi

Tablo 2’ye gore kontrol grubunda yer alan siganlarin viicut agirliklar: ortalama
199,30+11,90 g, travma grubunda yer alan sicanlarmn viicut agirliklar1 ortalama
200,86%19,26 g, travma+ MK+801 grubunda yer alan sicanlarin viicut agirliklari
ortalama 193,80+£19,61 g olarak belirlenmistir. Bulgulara gore en yiiksek agirlik
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ortalamasi travma grubundaki sicanlara ait iken, en diisiik agirlik ortalamasi travma-+
MK-801 grubuna aittir. Ancak yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda viicut
agirliklart agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadig1 goriilmiistir
(p=0,543).

6.2. Hipokampal Néron Sayimina iliskin Bulgular
Hipokampusun CA1, CA3 ve DG bolgelerindeki néronlar sag ve sol olarak ayr1
ayr1 sayllmis ve ortalamasi alinmistir. Sayim sonucunda elde edilen bulgular Tablo

3’te gosterilmistir.

Tablo 3. Deney gruplarna iliskin histolojik degerlendirmede hipokampal néron

sayimlarinin ortalamasi

Hipokampal Noron Sayimlar1 CA1l CA3 DG
SaB Kontrol 57,80+3,27| 56,40+2,41 64,20%3,42
28 Travma  |49,00+2,55| 51,40+2,70 | 53,20+2,38
Hipokampus Travma + MK
Noron Sayimi 801 56,20+3,19| 54,00+1,58 61,20+1,92
Sol Kontrol 58,80+1,92| 56,40+2,07 62,20%3,49
. 0 Travma 56,00+2,24 | 54,00+2,55 59,80+1,92
Hipokampus Travma + MK
Néron Saymmi | oV 8%1 " |58,00£3,16| 56,00£2,24 | 61,201,092

Tablo 3’e gore,

Kontrol grubunda sag hipokampusun CA1 bdlgesinin ortalama néron sayimlari
57,80+3,27, CA3 Dbolgesindeki ortalama ndron sayimlar1 56,40+£2,41 ve DG
bolgesindeki ortalama noron sayimlari 64,20+3,42 olarak belirlenmistir. Travma
grubunda sag hipokampusun CA1 bolgesinin ortalama néron sayimlar1 49+2,55, CA3
bblgesindeki ortalama néron sayimlar1 51,40+2,70 ve DG bolgesindeki ortalama néron
sayimlar1 53,20+£2,38 olarak belirlenmistir. Travma+ MK-801 grubunda ise sag
hipokampusun CA1l bdlgesinin ortalama noéron sayimlart 56,2043,19, CA3
bolgesindeki ortalama néron sayimlar1 54+1,58 ve DG bdlgesindeki ortalama noron

sayimlar1 61,20+1,92 olarak belirlenmistir.

Kontrol grubunda sol hipokampusun CA1 bdlgesinin ortalama ndron sayimlari
58,80+1,92, CA3 Dbolgesindeki ortalama ndron sayimlari 56,40+£2,07 ve DG
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bolgesindeki ortalama noron sayimlarit 62,20+£3,49 olarak belirlenmistir. Travma
grubunda sol hipokampusun CA1 bdlgesinin ortalama néron sayimlar1 56+2,24, CA3
bolgesindeki ortalama noron sayimlar1 54+2,55 ve DG bolgesindeki ortalama néron
sayimlart 59,80+1,92 olarak belirlenmistir. Travma+ MK-801 grubunda ise sol
hipokampusun CA1 bolgesinin ortalama ndron sayimlar1 58+3,16, CA3 bdlgesindeki
ortalama ndron sayimlar1 56+2,24 ve DG bolgesindeki ortalama noéron sayimlari
61,20+1,92 olarak belirlenmistir.

Sag Hipokampus No6ron Sayimi

70

60 K * sk3k
5
4
3
2
1
0
CAl CA3 DG

H Kontrol M Travma ™ Travma + MK-801

o

o

o

o

o

**p<0,05 anlamlilik diizeyinde travma grubu. kontrol ve travma+MK-801 gruplarina gére istatistiksel anlamli olarak diistiktiir.

*p<0,05 anlamlilik diizeyinde travma grubu kontrol grubuna gére istatistiksel anlaml olarak diisiiktiir.

Sekil 20. Sag Hipokampus Noron sayimlarinin gruplara gére dagilimi

Sag hipokampusun CAl, CA3 ve DG bdlgelerinin ndron sayimi bulgularma
gore, sag hipokampusun CA1 bolgesi néron sayimi ortalamasi en yiiksek kontrol
grubundaki si¢anlara ait iken, en diislik travma grubundaki sicanlara aittir. Yapilan
analiz sonucunda gruplar arasinda sag hipokampus CAl bdlgesi noron sayimlari
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gorilmistir (p=0,001<0,05).
Farklilig: tespit edebilmek ig¢in Bonferroni diizeltmesi yapilmistir. Test sonuglarina
gdre “travma” grubunun “kontrol” ve “travma+ MK-801" gruplarina gore istatistiksel
anlamli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir. Sag hipokampusun CA3 bdlgesi néron
sayimi ortalamasi en yiiksek kontrol grubundaki sicanlara ait iken, en diisiik travma

grubundaki sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda sag
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hipokampusun CA3 bdlgesi néron sayimlari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gorilmistiir (p=0,016<0,05). Farkliligi tespit edebilmek i¢in Bonferroni
diizeltmesi yapilmistir. Test sonuglarina gore “travma” grubu “kontrol” grubuna gére
istatistiksel anlamli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir. Sag hipokampusun DG
bdlgesi ndron sayimi ortalamasi en yiksek kontrol grubundaki siganlara ait iken, en
diisiik travma grubundaki sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda
sag hipokampusun DG bolgesi noron sayimlar agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik goriilmiistiir (p=0,000<0,05). Farklilig1 tespit edebilmek i¢in Bonferroni
diizeltmesi yapilmistir. Test sonuglarina gore “travma” grubu “kontrol” ve “travma+

MK-801" gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir.

Sol Hipokampus Noron Sayisi

64

62
60
5 |
5
5 61,2
5 58 =
5
48
CAl CA3 DG

H Kontrol M Travma Travma + MK-801

o N B OO

Sekil 21. Sol Hipokampus Noéron sayilarinin gruplara gore dagilimu

Sol hipokampusun CA1,CA3 ve DG boélgelerinin néron sayimi bulgularina gore,
Sol hipokampusun CA1l bolgesi noron sayimi ortalamasi en yiiksek kontrol
grubundaki siganlara ait iken, en diisiik travma grubundaki sicanlara aittir. Yapilan
analiz sonucunda gruplar arasinda sol hipokampusun CA1l bolgesi néron sayimlari
acisindan  istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi goriilmiistir
(p=0,229>0,05). Sol hipokampusun CA3 bolgesi néron sayimi ortalamasi en yiiksek
kontrol grubundaki siganlara ait iken, en diisiik travma grubundaki sigcanlara aittir.
Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda sol hipokampusun CA3 bdlgesi ndron
saymmlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi goriilmiistir

(p=0,248>0,05). Sol hipokampusun DG bdlgesi noron sayimi ortalamasi en yiiksek
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kontrol grubundaki siganlara ait iken, en diisiik travma grubundaki siganlara aittir.
Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda sol hipokampus DG bdlgesi ndron
saymmlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigi goriilmiistiir
(p=0,360>0,05).

% & i GC
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DG 2 ' GC
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=\

Sekil 22. Hipokampus bolgesinde Hematoksilen-Eosin boyama. Kontrol (A), Travma
(B), Travma+ MK-801 (C). DG: Dentate Gyrus, CA1: Cornu Ammonis Areal, CA3:
Cornu Ammonis Area3, GCL: Granule Cell Layer, SP: Stratum Pyramidale. DG
Bolgesi (1), CA3 Bolgesi (2), CAl Bolgesi (3). (A,B,C) x40, (1,2,3) x400

6.3. indirekt Immunohistokimyasal Analize Iliskin Bulgular

Immunohistokimyasal analiz dogrultusunda sicanlarin beyin dokusundaki
BDNF, NGF, NMDA-R ve GFAP degerleri gruplar arasinda karsilastiriimistir.
Hipokampus bolgesinde 6l¢timlenen immiin boyama sonucunda Dentate Gyrus, Cornu
Ammonis Areal, Cornu Ammonis Area3, Granule Cell Layer, Stratum Pyramidale

bolgelerindeki reaksiyonlar incelenmistir.
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Tablo 4. Sag Hipokampus Bélgesinde BDNF, NGF, NMDA-R ve GFAP
Duzeylerinin Ortalamalarmin Karsilagtirilmasi

CAl CA3 DG
Kontrol
BDNF 285,8+7,05 275+7,42 303+14,63
NGF 267,6+£12,82 263+10,49 295,6+7,40
NMDA-R 178,4+3,91 190,2+5,40 178,2+6,02
GFAP 99+5,70 88+5,24 102,6+2,97
Travma
BDNF 104,4+7,13 101,2+4,60 103,2+8,70
NGF 96+6,32 97,445,77 96,8+6,22
NMDA-R 89,6+5,73 95,4+3,97 89,4+4,77
GFAP 107+5,83 94+3,16 103+2,24
Travma+ MK-801
BDNF 227,4+8,96 241,212 52 263,2+6,10
NGF 228,4+13,46 227,4+13,39 234,2+14,77
NMDA-R 192,8+6,90 197,8+4,71 190+2,55
GFAP 117,6+4,16 102,6+4,16 103,2+3,96

Tablo 4’e gore,

Kontrol grubunda sag hipokampusun CA1l bolgesinin BDNF diizeylerinin
ortalama degerleri 285,80+7,05, CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 275 +7,42 ve
DG bolgesindeki ortalama degerleri 303+14,63 olarak belirlenmistir. Travma
grubunda sag hipokampusun CAL bdlgesinin BDNF duzeylerinin ortalama degerleri
104,4+7,13, CA3 bdblgesindeki ortalama degerleri 101,2+4,60 ve DG bdlgesindeki
ortalama degerleri 103,20+8,70 olarak belirlenmistir. Travma+ MK-801 grubunda ise
sag hipokampusun CA1 bolgesinin BDNF dizeylerinin ortalama degerleri
227,40£8,96, CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 241,20+12,52 ve DG bdlgesindeki

ortalama degerleri 263,20+6,10 olarak belirlenmistir.
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Kontrol grubunda sag hipokampusun CAl bolgesinin NGF dizeylerinin
ortalama degerleri 267,6+12,82, CA3 holgesindeki ortalama degerleri 263+10,49ve
DG bolgesindeki ortalama degerleri 295,6+7,40 olarak belirlenmistir. Travma
grubunda sag hipokampusun CA1 bdlgesinin NGF dizeylerinin ortalama degerleri
96+6,32, CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 97,4+5,77 ve DG bdlgesindeki
ortalama degerleri 96,8+6,22 olarak belirlenmistir. Travma+ MK-801 grubunda ise
sag hipokampusun CA1 bolgesinin NGF diizeylerinin ortalama degerleri 228,4+13,46,
CA3 Dbolgesindeki ortalama degerleri 227,4+13,39 ve DG bolgesindeki ortalama
degerleri 234,2+14,77olarak belirlenmistir.

Kontrol grubunda sag hipokampusun CA1 bolgesinin NMDA-R diizeylerinin
ortalama degerleri 178,4+3,91, CA3 holgesindeki ortalama degerleri 190,2+5,40 ve
DG bolgesindeki ortalama degerleri 178,2+6,02 olarak belirlenmistir. Travma
grubunda sag hipokampusun CA1l bodlgesinin NMDA-R dizeylerinin ortalama
degerleri 89,6+5,73, CA3 Dbolgesindeki ortalama degerleri 95,4+3,97 ve DG
bolgesindeki ortalama degerleri 89,4+4,77 olarak belirlenmistir. Travma+ MK-801
grubunda ise sag hipokampusun CA1l bdlgesinin NMDA-R duzeylerinin ortalama
degerleri 192,8+6,90, CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 197,8+4,71 ve DG
bolgesindeki ortalama degerleri 190£2,55 olarak belirlenmistir.

Kontrol grubunda sag hipokampusun CA1 bdlgesinin GFAP dizeylerinin
ortalama degerleri 995,70, CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 88+5,24 ve DG
bolgesindeki ortalama degerleri 102,6+2,97 olarak belirlenmistir. Travma grubunda
sag hipokampusun CA1 bolgesinin GFAP duzeylerinin ortalama degerleri 107+5,83,
CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 94+3,16 ve DG bolgesindeki ortalama degerleri
103£2,24 olarak belirlenmistir. Travma+ MK-801 grubunda ise sag hipokampusun
CAL1 bolgesinin GFAP diizeylerinin ortalama degerleri 117,6+4,16, CA3 bolgesindeki
ortalama degerleri 102,6+4,16 ve DG bolgesindeki ortalama degerleri 103,2+3,96

olarak belirlenmistir.
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Sag Hipokampus BDNF Diizeyleri

350
300 K - -
250 I I I
200
150
100 * 274 * 2412 % 2632
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0
cAl CA3 bG

H Kontrol ®Travma Travma + MK-801

**p<0,05 anlamlilik diizeyinde travma+MK-801 grubu, kontrol grubuna gére istatistiksel anlamli olarak diisiik, travma grubuna
gore istatistiksel anlamli olarak yiiksektir.

*p<0,05 anlamlilik diizeyinde travma grubu, kontrol ve travma+MK-801 gruplarina gére istatistiksel anlaml olarak diisiiktiir.

Sekil 23. Sag Hipokampusun CA1, CA3 ve DG Bolgesindeki BDNF Duizeyleri

Sag Hipokampusun CA1 bolgesindeki BDNF diizeyleri ortalamasi agisindan en
yiiksek deger kontrol grubundaki siganlara ait iken, en diisiik deger travma grubundaki
sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda BDNF immunohistokimya
boyamasma gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmiistiir (p=0,000).
Farklilig1 tespit edebilmek i¢in Bonferroni diizeltmesi yapilmistir. Test sonuglarina
gdre “travma” grubunun “kontrol” ve “travma+ MK-801" gruplarma gore istatistiksel
anlamli olarak diisiik oldugu ve “travma+ MK-801" grubunun ise “kontrol” grubuna

gore istatistiksel anlamli olarak disiik oldugu tespit edilmistir.

Sag Hipokampusun CA3 bolgesindeki BDNF diizeyleri ortalamasi agisindan en
yiiksek deger kontrol grubundaki siganlara ait iken, en diisiik deger travma grubundaki
sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda BDNF immunohistokimya
boyamasima gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmiistiir (p=0,000).
Farklilig1 tespit edebilmek i¢in Bonferroni diizeltmesi yapilmistir. Test sonuglarina
gdre “travma” grubunun “kontrol” ve “travma+ MK-801" gruplarma gore istatistiksel
anlamli olarak diisiik oldugu ve “travma+ MK-801" grubunun ise “kontrol” grubuna

gore istatistiksel anlamli olarak disiik oldugu tespit edilmistir.

Sag Hipokampusun DG bolgesindeki BDNF diizeyleri ortalamasi agisindan en
yiiksek deger kontrol grubundaki siganlara ait iken, en diisiik deger travma grubundaki

sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda BDNF immunohistokimya
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boyamasma gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmiistiir (p=0,000).
Farklilig1 tespit edebilmek i¢cin Bonferroni diizeltmesi yapilmigtir. Test sonuglarina
gdre “travma” grubunun “kontrol” ve “travma+ MK-801" gruplarma gore istatistiksel
anlamli olarak diisiik oldugu ve “travma+ MK-801" grubunun ise “kontrol” grubuna

gore istatistiksel anlamli olarak disiik oldugu tespit edilmistir.

Sag Hipokampus NGF Duzeyleri
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*p<0,05 anlamlilik diizeyinde travma grubu, kontrol ve travma+MK-801 gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak diistiktiir.

**p<0,05 anlamlilik diizeyinde travma+MK-801 grubu, kontrol grubuna gore istatistiksel anlaml: olarak diisiiktiir.

Sekil 24: Sag Hipokampusun CA1, CA3 ve DG Bolgesindeki NGF Duzeyleri

Sag Hipokampusun CA1l bolgesindeki NGF diizeyleri ortalamasi agsindan en
yiiksek deger kontrol grubundaki siganlara ait iken, en diisiik deger travma grubundaki
sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda NGF boyamasma gore
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmiistir (p=0,000). Farklilig1 tespit
edebilmek icin Bonferroni diizeltmesi yapilmistir. Test sonuglarma gore “travma”
grubunun “kontrol” ile “travma+ MK-801" gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak
diistik oldugu ve “travma+ MK-801" grubunun ise “kontrol” grubuna gore istatistiksel

anlamli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir.

Sag hipokampusun CA3 bolgesindeki NGF diizeyleri ortalamasi agsindan en
yiiksek deger kontrol grubundaki siganlara ait iken, en diisiik deger travma grubundaki
sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda NGF boyamasma gore
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmiistir (p=0,000). Farklilig1 tespit
edebilmek icin Bonferroni diizeltmesi yapilmistir. Test sonuglarna gore “travma”

grubunun “kontrol” ile “travma+ MK-801" gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak
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diistik oldugu ve “travma+ MK-801" grubunun ise “kontrol” grubuna gore istatistiksel

anlamli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir.

Sag hipokampusun DG bolgesindeki NGF diizeyleri ortalamasi agisindan en
yiiksek deger kontrol grubundaki siganlara ait iken, en diisiik deger travma grubundaki
sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda NGF boyamasma gore
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmiistir (p=0,000). Farklilig1 tespit
edebilmek icin Bonferroni diizeltmesi yapilmistir. Test sonuglarma gore “travma”
grubunun “kontrol” ile “travma+ MK-801" gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak
diistik oldugu ve “travma+ MK-801" grubunun ise “kontrol” grubuna gore istatistiksel

anlamli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir.

Sag Hipokampus NMDA-R Dizeyleri
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*p<0,05 anlamlilik diizeyinde travma grubu, kontrol ve travma+MK-801 gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak diistiktiir.

*#*p<0,05 anlamlilik diizeyinde travma+MK-801 grubu, kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak yiiksektir.

Sekil 25. Sag Hipokampusun CA1, CA3 ve DG Bolgesindeki NMDA-R diizeyleri

Sag hipokampusun CA1 bdlgesindeki NMDA-R diizeyleri ortalamasi agisindan
en yiikksek deger travma+ MK-801 grubundaki sicanlara ait iken, en diisiikk deger
travma grubundaki siganlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda NMDA-
R immunohistokimya boyamasma gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gorlilmiistiir (p=0,000). Farklilig1 tespit edebilmek igin Bonferroni dizeltmesi
yapilmistir. Test sonuglarma gore “travma” grubunun, “kontrol” ve “travma+ MK-

801” gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak diisiik oldugu ve “travma+ MK-801"
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grubunun ise “kontrol” grubuna gore istatistiksel anlamli olarak yiiksek oldugu tespit

edilmistir.

Sag hipokampusun CA3 bdlgesindeki NMDA-R diizeyleri ortalamasi agisindan
en yiiksek deger travma+ MK-801 grubundaki sicanlara ait iken, en diisiikk deger
travma grubundaki siganlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda NMDA-
R immunohistokimya boyamasina gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmiistiir (p=0,000). Farklilig1 tespit edebilmek i¢cin Bonferroni diizeltmesi
yapilmistir. Test sonuglarma gore “travma” grubunun, “kontrol” ve “travma+ MK-
801” gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak diisiik oldugu ve “travma+ MK-801"
grubunun ise “kontrol” grubuna gore istatistiksel anlamli olarak yiiksek oldugu tespit

edilmistir.

Sag hipokampusun DG bdlgesindeki NMDA-R diizeyleri ortalamasi agisindan
en yiiksek deger travma+ MK-801 grubundaki sicanlara ait iken, en diisiikk deger
travma grubundaki siganlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda NMDA-
R immunohistokimya boyamasma gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmistiir (p=0,000). Farklilig1 tespit edebilmek i¢cin Bonferroni diizeltmesi
yapilmistir. Test sonuglarma gore “travma” grubunun, “kontrol” ve “travma+ MK-
801” gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak diisiik oldugu ve “travma+ MK-801"
grubunun ise “kontrol” grubuna gore istatistiksel anlamli olarak yiiksek oldugu tespit

edilmistir.

Sag Hipokampus GFAP Diizeyleri
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*p<0,05 Travma+MK-801 grubu, kontrol ve travma gruplara gore istatistiksel anlaml olarak yiiksektir.

Sekil 26. Sag Hipokampusun CA1, CA3 ve DG Bolgesindeki GFAP Diizeyleri
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Sag hipokampusun CA1 bolgesindeki GFAP diizeyleri ortalamasi agisindan en
yiiksek deger travma+ MK-801 grubundaki siganlara ait iken, en diislik deger kontrol
grubundaki sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda GFAP
immunohistokimya boyamasina gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gorilmiistiir (p=0,000). Farklihig1 tespit edebilmek icin Bonferroni diizeltmesi
yapilmigtir. Test sonuglarina gore “travmat MK-801" grubunun “kontrol” ve

“travma” gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak yiksek oldugu tespit edilmistir.

Sag hipokampusun CA3 bolgesindeki GFAP diizeyleri ortalamasi agisindan en
yiiksek deger travma+ MK-801 grubundaki sicanlara ait iken, en diisiik deger kontrol
grubundaki sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda GFAP
immunohistokimya boyamasina gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmiistiir (p=0,001). Farklilig1 tespit edebilmek igin Bonferroni diizeltmesi
yapilmistir. Test sonuglarina gore “travma+ MK-801" grubunun “kontrol” ve

“travma” gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak yiuksek oldugu tespit edilmistir.

Sag hipokampusun DG bolgesindeki GFAP diizeyleri ortalamasi agisindan en
yiiksek deger travma+ MK-801 grubundaki siganlara ait iken, en diislik deger kontrol
grubundaki sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda GFAP
immunohistokimya boyamasma gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemistir (p=0,954>0,05).

Tablo 5. Sol Hipokampus Bolgesindeki BDNF, NGF, NMDA-R ve GFAP

Duzeylerinin Ortalamalarmin Karsilagtirilmasi

CAl CA3 DG
Kontrol
BDNF 279,4+6,65 268,8+8,70 293,2+11,67
NGF 264,4+11,84 259,8+9,98 291,848,11
NMDA-R 177,4+2,07 187,8+5,26 175,4+5,46
GFAP 100,6+3,91 88,4+3,65 102,4+3,78
Travma
BDNF 260,2+6,42 260,2+4,60 264,4+6,46
NGF 212+42,24 207,4+8,41 213,4+5,18
NMDA-R 188,2+6,53 194,4+4,16 188+3,67
GFAP 101,4+3,65 92,8+5,81 106+1,58
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Travma+MK-801
BDNF 288+6,86 276,4%8,56 306,8+15,80
NGF 244,8+10,06 249,8+12,15 254+16,28
NMDA-R 191,4+6,15 197,2+4,66 188,2+3,19
GFAP 106,4+3,21 99,4+2,07 104,6+2,70

Tablo 5’e gore,

Kontrol grubunda sol hipokampusun CALl bdlgesinin BDNF dizeylerinin
ortalama degerleri 279,4+6,65, CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 268,8 £8,70 ve
DG bolgesindeki ortalama degerleri 293,2+11,67 olarak belirlenmistir. Travma
grubunda sol hipokampusun CAL bolgesinin BDNF dlizeylerinin ortalama degerleri
260,24+6,42, CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 260,2+4,60 ve DG bolgesindeki
ortalama degerleri 264,4+6,46 olarak belirlenmistir. Travma+ MK-801 grubunda ise
sol hipokampusun CA1 bdlgesinin BDNF diizeylerinin ortalama degerleri 288+6,86,
CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 276,4+8,56 ve DG bolgesindeki ortalama
degerleri 306,8+15,80 olarak belirlenmistir.

Kontrol grubunda sol hipokampusun CA1l bdlgesinin NGF duzeylerinin
ortalama degerleri 264,4+11,84, CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 259,8+9,98 ve
DG bolgesindeki ortalama degerleri 291,8+8,11 olarak belirlenmistir. Travma
grubunda sol hipokampusun CA1 bolgesinin NGF diizeylerinin ortalama degerleri
212+2,24, CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 207,4+8,41 ve DG bdlgesindeki
ortalama degerleri 213,4+5,18 olarak belirlenmistir. Travma+ MK-801 grubunda ise
sol hipokampusun CA1 bolgesinin NGF diizeylerinin ortalama degerleri 244,8+10,06,
CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 249,8+12,15 ve DG bolgesindeki ortalama
degerleri 254+16,28 olarak belirlenmistir.

Kontrol grubunda sol hipokampusun CA1 bélgesinin NMDA-R duzeylerinin
ortalama degerleri 177,4+2,07, CA3 bdlgesindeki ortalama degerleri 187,8+5,26 ve
DG bolgesindeki ortalama degerleri 175,4+5,46 olarak belirlenmistir. Travma
grubunda sol hipokampusun CA1 bdlgesinin NMDA-R diizeylerinin ortalama
degerleri 188,246,53, CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 194,4+4,16 ve DG
bolgesindeki ortalama degerleri 18843,67 olarak belirlenmistir. Travma+ MK-801
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grubunda ise sol hipokampusun CA1 bolgesinin NMDA-R diizeylerinin ortalama
degerleri 191,446,15, CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 197,2+4,66 ve DG

bolgesindeki ortalama degerleri 188,2+3,19 olarak belirlenmistir.

Kontrol grubunda sol hipokampusun CALl bdlgesinin GFAP dizeylerinin
ortalama degerleri 100,6+3,91, CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 88,4+3,65 ve DG
bolgesindeki ortalama degerleri 102,4+3,78 olarak belirlenmistir. Travma grubunda
sol hipokampusun CA1 bolgesinin GFAP diizeylerinin ortalama degerleri 101,4+3,65,
CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 92,8+5,81 ve DG bdlgesindeki ortalama
degerleri 106+1,58 olarak belirlenmistir. Travmat+ MK-801 grubunda ise sol
hipokampusun CA1 bolgesinin GFAP diizeylerinin ortalama degerleri 106,4+3,21,
CA3 bolgesindeki ortalama degerleri 99,4+2,07 ve DG bdlgesindeki ortalama
degerleri 104,6+2,70 olarak belirlenmistir.

Sol Hipokampus BDNF Duizeyleri

I * I ** I * I
CAl CA3 DG

H Kontrol M Travma ™ Travma + MK-801

350
300
25

o

20

o

15

o

10

[
o O O

*p<0,05 anlamlilik diizeyinde travma grubu, kontrol ve travma+MK-801 gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak diistiktiir.

**p<0,05 anlamlilik diizeyinde travma grubu, travma+ MK-801 grubuna gore istatistiksel anlamli olarak diistiktiir.

Sekil 27. Sol Hipokampusun CA1, CA3 ve DG Bdlgesindeki BDNF Duzeyleri

Sol hipokampusun CA1 bolgesindeki BDNF diizeyleri ortalamasi agisindan en
yiiksek deger travma+ MK-801 grubundaki sicanlara ait iken, en diisiik deger travma
grubundaki sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda BDNF
immunohistokimya boyamasma gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gorlilmiistiir (p=0,000). Farklilig1 tespit edebilmek igin Bonferroni dizeltmesi
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yapilmistir. Test sonuglarma gore “travma” grubunun, “kontrol” ve “travma+ MK-

801" gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir.

Sol hipokampusun CA3 bolgesindeki BDNF diizeyleri ortalamasi agisindan en
yiiksek deger travma+ MK-801 grubundaki sicanlara ait iken, en diisiik deger travma
grubundaki sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda BDNF
immunohistokimya boyamasma goOre istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmiistiir (p=0,017). Farklilig1 tespit edebilmek i¢cin Bonferroni diizeltmesi
yapilmistir. Test sonuglarima gore “travma” grubunun, “travma+ MK-801" grubuna

gore istatistiksel anlamli olarak disiik oldugu tespit edilmistir.

Sol hipokampusun DG bolgesindeki BDNF diizeyleri ortalamasi agisindan en
yiiksek deger travma+ MK-801 grubundaki sicanlara ait iken, en diisiik deger travma
grubundaki sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda BDNF
immunohistokimya boyamasina gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmiistiir (p=0,000). Farklilig1 tespit edebilmek i¢cin Bonferroni diizeltmesi
yapilmistir. Test sonuglarina gore “travma” grubunun, “kontrol” ve “travma+ MK-

801" gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir.

Sol Hipokampus NGF Dizeyleri
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*p<0,05 anlamlilik diizeyinde travma grubu, kontrol ve travma+MK-801 gruplarina gére istatistiksel anlaml olarak diisiiktiir.

**p<0,05 anlamlilik diizeyinde travma+ MK-801 grubu, kontrol grubuna gére istatistiksel anlamli olarak diisiiktiir.

Sekil 28. Sol Hipokampusun CA1, CA3 ve DG Bolgesindeki NGF Dizeyleri

Sol hipokampusun CA1 bolgesindeki NGF diizeyleri ortalamasi agisindan en
yiiksek deger kontrol grubundaki siganlara ait iken, en diisiik deger travma grubundaki

sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda NGF immunohistokimya

63



boyamasma gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmiistiir (p=0,000).
Farklilig1 tespit edebilmek i¢in Bonferroni diizeltmesi yapilmistir. Test sonuglarina
goOre “travma” grubunun, “kontrol” ve “travma+ MK-801" gruplarina gore istatistiksel
anlamli olarak diisik oldugu tespit edilmistir. “Travma+ MK-801" grubunun ise
“kontrol” grubuna gore istatistiksel anlamli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir.

Sol hipokampusun CA3 boélgesindeki NGF diizeyleri ortalamasi agisindan en
yiiksek deger kontrol grubundaki siganlara ait iken, en diisiik deger travma grubundaki
sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda NGF immunohistokimya
boyamasma gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmiistiir (p=0,000).
Farklilig1 tespit edebilmek i¢in Bonferroni diizeltmesi yapilmistir. Test sonuglarina
gdre “travma” grubunun, “kontrol” ve “travma+ MK-801" gruplarina gore istatistiksel
anlamli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir.

Sol hipokampusun DG bolgesindeki NGF diizeyleri ortalamasi agisindan en
yiiksek deger kontrol grubundaki siganlara ait iken, en diisiik deger travma grubundaki
sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda NGF immunohistokimya
boyamasma gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmistiir (p=0,000).
Farklilig1 tespit edebilmek i¢in Bonferroni diizeltmesi yapilmistir. Test sonuglarina
gdre “travma” grubunun, “kontrol” ve “travma+ MK-801" gruplarina gore istatistiksel
anlamli olarak diisik oldugu tespit edilmistir. “Travma+ MK-801" grubunun ise
“kontrol” grubuna gore istatistiksel anlamli olarak disiik oldugu tespit edilmistir.

Sol Hipokampus NMDA-R Diizeyleri
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*p<0,05 anlamlilik diizeyinde kontrol grubu, travma ve travma+MK-801 gruplarina gdre istatistiksel anlaml olarak diisiiktiir.

**p<0,05 anlamlilik diizeyinde travma+ MK-801 grubu, kontrol grubuna gore istatistiksel anlaml olarak yiiksektir.

Sekil 29. Sol Hipokampusun CA1, CA3 ve DG Bolgesindeki NMDA-R Diizeyleri
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Sol hipokampusun CA1 boélgesindeki NMDA-R diizeyleri ortalamasi agisindan
en yiiksek deger travma+ MK-801 grubundaki sicanlara ait iken, en diisiikk deger
kontrol grubundaki sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda
NMDA-R immunohistokimya boyamasina gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gorilmiistiir (p=0,003). Farklihig1 tespit edebilmek icin Bonferroni diizeltmesi
yapilmistir. Test sonuglaria gore “kontrol” grubunun, “travma” ve “travma+ MK-

801" gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir.

Sol hipokampusun CA3 boélgesindeki NMDA-R diizeyleri ortalamasi agisindan
en yiikksek deger travma+ MK-801 grubundaki sicanlara ait iken, en diisiikk deger
kontrol grubundaki sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda
NMDA-R immunohistokimya boyamasina gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gorilmiistir (p=0,023). Farklihig1 tespit edebilmek icin Bonferroni diizeltmesi
yapilmigtir. Test sonuglarma gére “travma+ MK-801" grubunun, “kontrol” grubuna

gore istatistiksel anlamli olarak ytiksek oldugu tespit edilmistir.

Sol hipokampusun DG bdélgesindeki NMDA-R diizeyleri ortalamasi agisindan
en yiiksek deger travma+ MK-801 grubundaki sicanlara ait iken, en diisiikk deger
kontrol grubundaki sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda
NMDA-R immunohistokimya boyamasina gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gorilmiistiir (p=0,001). Farklihig:1 tespit edebilmek icin Bonferroni diizeltmesi
yapilmistir. Test sonuglaria gore “kontrol” grubunun, “travma” ve “travma+ MK-

801" gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir.
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Sol Hipokampus GFAP Dizeyleri
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*p<0,05 anlamlilik diizeyinde travma+ MK-801 grubu, kontrol grubuna gore istatistiksel anlaml olarak yiiksektir.

Sekil 30. Sol Hipokampusun CA1, CA3 ve DG Bdlgesindeki GFAP Duzeyleri

Sol hipokampusun CA1 bdlgesindeki GFAP diizeyleri ortalamasi ag¢isindan en
yiiksek deger travma+ MK-801 grubundaki siganlara ait iken, en diisiik deger kontrol
grubundaki sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda GFAP
immunohistokimya boyamasma gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemistir. (p=0,052>0,05).

Sol hipokampusun CA3 bolgesindeki GFAP diizeyleri ortalamasi ag¢isindan en
yiiksek deger travma+ MK-801 grubundaki siganlara ait iken, en diisiik deger kontrol
grubundaki sigcanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda GFAP
immunohistokimya boyamasma gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gorlilmiistiir (p=0,004). Farklilig1 tespit edebilmek igin Bonferroni dizeltmesi
yapilmistir. Test sonuglarina gore “travma+ MK-801" grubunun, “kontrol” grubuna

gore istatistiksel anlamli olarak yuksek oldugu tespit edilmistir.

Sol hipokampusun DG bdlgesindeki GFAP diizeyleri ortalamasi agisindan en
yiiksek deger travma grubundaki si¢anlara ait iken, en diisiik deger kontrol grubundaki
sicanlara aittir. Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda GFAP immunohistokimya
boyamasma gore istatistiksel olarak anlamli  bir farkhilikk gorilmemistir.
(p=0,171>0,05).
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Sekil 31. Hipokampus bdlgesinde BDNF immiin boyama. Kontrol (A), Travma (B),
Travma+ MK-801 (C). DG: Dentate Gyrus, CAl: Cornu Ammonis Areal, CA3:
Cornu Ammonis Area3, GCL: Granule Cell Layer, SP: Stratum Pyramidale. DG
Bolgesi (1), CA3 Bolgesi (2), CAl Bdlgesi (3). (A,B,C) x40, (1,2,3) x400

Sekil 32. Hipokampus bdlgesinde NGF immin boyama. Kontrol (A), Travma (B),
Travma+ MK-801 (C). DG: Dentate Gyrus, CAl: Cornu Ammonis Areal, CA3:
Cornu Ammonis Area3, GCL: Granule Cell Layer, SP: Stratum Pyramidale. DG
Bolgesi (1), CA3 Bolgesi (2), CAl Bdlgesi (3). (A,B,C) x40, (1,2,3) x400
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Sekil 33. Hipokampus bdlgesinde NMDA-R immin boyama. Kontrol (A), Travma
(B), Travma+ MK-801 (C). DG: Dentate Gyrus, CA1: Cornu Ammonis Areal, CA3:
Cornu Ammonis Area3, GCL: Granule Cell Layer, SP: Stratum Pyramidale. DG
Bolgesi (1), CA3 Bdlgesi (2), CAl Bdlgesi (3). (A,B,C) x40, (1,2,3) x400

Sekil 34. Hipokampus bolgesinde GFAP immiin boyama. Kontrol (A), Travma (B),
Travma+ MK-801 (C). DG: Dentate Gyrus, CAl: Cornu Ammonis Areal, CA3:
Cornu Ammonis Area3, GCL: Granule Cell Layer, SP: Stratum Pyramidale. DG
Bolgesi (1), CA3 Bolgesi (2), CAl Bdlgesi (3). (A,B,C) x40, (1,2,3) x400
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6.4. NGF, BDNF ve NMDA-R Diizeylerinin ELISA ile Degerlendirilmesine Iliskin
Bulgular

Gergeklestirilen ELISA testi ile siganlarin beyin dokusunda sirasiyla NGF,
BDNF ve NMDA-R diizeyleri degerlendirilmistir. Burada Oncelikle dokulardaki
protein diizeyleri her grup igin hesaplanmis ve NGF, BDNF ve NMDA-R diizeyleri ile

oranlar1 incelenmistir.

6.4.1. Dokuda Protein Konsantrasyonlarn

Sekil 35°’te gosterilen standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak kontrol,
travma ve travma+ MK-801 gruplarda dokuda protein diizeyleri hesaplanmistir. Her
kosul i¢in 6lgiilen protein degerleri NGF, BDNF ve NMDA-R dizeyinin, saptanan
protein diizeylerine oranlamasi i¢in kullanilmistir. Grafikte belirtilen absorbans degeri,

protein konsantrasyonuyla dogru orantilidir.
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Sekil 35. Protein standart grafigi

6.4.2. ELISA bulgulan

Biyokimyasal bulgularimizda; sicanlarda sag hipokampus bdlgesinde NGF,
BDNF ve NMDA-R protein diizeylerinde travma grubunda kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli azalma bulunmustur (swrasiyla p=0,026, p= 0,017 ve
p=0,001). Travma+ MK-801 uygulanan grupta ise travma grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli artig gézlenmistir (sirasiyla p=0,035, p=0,030 ve p=0,001) (Tablo 6).
Sol hipokampus bélgesinde NGF, BDNF ve NMDA-R protein dlizeylerinde gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir (p>0.05).
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Tablo 6. Sag hipokampus kontrol, travma ve travma+ MK-801 uygulanan gruplarda

grup ortalamalar1 + SD ve p degerleri

Kontrol Travma | Travma+MK-801 | p degeri d f) .
egeri
1 2 3 1-2
@) ) ®3) (1-2) 2:3)
NGF (pg/mg
) 3.07+£0.12 | 1.5+£0.13 2,79+£0.13 0.026 | 0.035
protein)
BDNF (pg/mg
) 24+035 | 08+0.14 16+0.2 0.017 | 0.030
protein)
NMDA-R (pg/mg
1.85+0.31 | 0.55+£0.1 1.53+0.8 0.001 | 0.001

protein)

Tablo 6’ya gore biyokimyasal agidan kontrol grubunda yer alan siganlarin NGF

degerleri ortalama 3,07+0,12 pg/mg protein, travma grubunda yer alan siganlarin NGF

degerleri ortalama 1,5+0,13 pg/mg protein, travma+ MK-801 grubunda yer alan

sicanlarin NGF degerleri ortalama 2,79+0,13 pg/mg protein olarak belirlenmistir.

BDNF degerleri ortalamasi agisindan kontrol grubu en yiiksek (2.4 £ 0.35 pg/mg

protein), travma grubu en diisiik (0.8 £+ 0.14 pg/mg protein) degerlere sahiptir. BDNF

degerlerine benzer bicimde NMDA-R degerleri ortalamasi agisindan yine kontrol

grubu en yiksek (1.85 £ 0.31 pg/mg protein), travma grubu ise en diisiik (0.55 £ 0.1

pg/mg protein) degerlere sahiptir.
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2,5
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Kontrol

Travma

Travma+MK-801

*n<0,05

Sekil 36. Sigan gruplarina ait sag hipokampal NGF protein diizeyleri. Bulgular pg/

mg protein olarak ifade edilmistir.
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Sekil 36°daki bulgulara gore en yiksek NGF protein diizeyi ortalamas1 kontrol
grubundaki siganlara ait iken, en diigik NGF protein duzeyi ortalamasi travma
grubundaki siganlara aittir. Yapilan analiz sonucunda, NGF protein dizeyinin travma
grubunda hem kontrol hem de travma+ MK-801 gruplarina gore istatistiksel olarak

anlamli diizeyde diisiik oldugu belirlenmistir (sirasiyla p=0,026 ve p=0,035).
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*p<0,05

Sekil 37. Sigan gruplarina ait sag hipokampal BDNF protein duzeyleri. Bulgular pg/

mg protein olarak ifade edilmistir.

Sekil 37°deki bulgulara gore en yuksek BDNF protein dlizeyi ortalamasi kontrol
grubundaki sicanlara ait iken, en diisik BDNF protein dlizeyi ortalamasi travma
grubundaki siganlara aittir. Yapilan analiz sonucunda, BDNF degerlerinin travma
grubunda hem kontrol hem de travma+ MK-801 gruplarina gore istatistiksel olarak

anlamli diizeyde diisiik oldugu belirlenmistir (sirasiyla p=0,017 ve p=0,030).
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Sekil 38. Sigan gruplarina ait sag hipokampal NMDA-R protein duzeyleri. Bulgular
pg/ mg protein olarak ifade edilmistir.

Sekil 38’deki bulgulara gore en yiksek NMDA-R protein diizeyi ortalamasi
kontrol grubundaki si¢anlara ait iken, en diisik NMDA-R protein diizeyi ortalamas1
travma grubundaki siganlara aittir. Yapilan analiz sonucunda, NMDA-R degerlerinin
travma grubunda hem kontrol hem de travma+MK-801 gruplarina gore istatistiksel

olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu belirlenmistir (sirastyla p=0,001 ve p=0,001).

6.5. Agik Alan Testine liskin Bulgular

Acik alan korkusu ile tetiklenen anksiyete ve lokomotor aktivitelerin tespitinde
kullanilan ag¢ik alan testinde zaman Olcutleri olarak; katedilen mesafe, hareket hizi,
merkezde ve perifer alanda gegirilen siireler degerlendirilmistir. Gruplara gore agik
alan diizenegindeki katedilen mesafe ve hareket hizlarina ilisgkin bulgular Tablo 7°de

gosterilmistir.

Tablo 7. Agik alan testine gore katedilen mesafeler ve hareket hizlari

Gruplar Katedilen Mesafe (cm) Hareket Hizi (cm/sn.)
P (OrtzSH) (OrtzSH)
Kontrol 2478,00+104,23 8,25+0,35
Travma 2615,96+127,33 8,72+0,44
Travma+MK801 3599,18+594,90 11,97+2,06
p 0,617 0,616
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Tablo 7’ye gore, kontrol grubunda yer alan si¢anlarin ortalama katettikleri
mesafe 2478,00+104,23 c¢cm olarak bulunurken, hareket hizlarinin 8,25+0,35 cm/sn
oldugu goriilmiistiir. Travma grubunda yer alan sicanlarin ortalama katettikleri mesafe
2615,96+127,33 cm iken, hareket hizlar1 kontrol grubuna benzer sekilde 8,72+0,44
cm/sn bulunmustur. Travma+ MK-801 grubundaki siganlarin ise ortalama katettikleri
mesafe 3599,18+594,90 cm olmak iizere diger gruplara gore daha fazla yol katettikleri,
hareket hizlarinin da daha yiiksek (11,97+£2,06 cm/sn) oldugu belirlenmistir. Gruplar
arasinda katedilen mesafe ve hareket hizi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunamamistir (p>0,05).

Katedilen Mesafe
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Kontrol Travma Travma+MK-801

Sekil 39. Sican gruplarna ait katedilen mesafelerin gruplara gore dagilimi

Hareket Hizi
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Kontrol Travma Travma + MK-801
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Sekil 40. Sigan gruplarma ait hareket hizlarinin gruplara gére dagilimi
Travma+ MK-801 uygulanan grupta katedilen mesafenin ve hareket hizmin

travma ve Kontrol gruplarma kiyasla daha yiiksek oldugu, fakat gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 bulunmustur (p>0,05).

Tablo 8. Acik alan testine gore orta ve perifer alanlarda gegirilen siireler

Gruplar Orta Alanda Gegirilen Sure Perifer Alanda Gegirilen
P (sn) (Ort+SH) Sure (sn) (OrtxSH)
Kontrol 16,73+2,99 254,27+7,51
Travma 11,9442 .91 260,05+6,65
Travma+ MK-801 18,57+4,20 193,04+15,71
p 0,391 0,012

Tablo 8’e gore kontrol grubunda yer alan si¢anlarin orta alanda gegirdikleri stre
16,73£2,99 sn. olarak bulunurken, perifer alanda gegirdikleri stire 254,27+7,51 sn
olarak belirlenmistir. Travma grubunda yer alan si¢anlarin orta alanda gegirdikleri siire
11,94+2,91 sn olarak bulunurken, perifer alanda gecirdikleri sire 260,05+6,65 sn
olarak belirlenmistir. Travma+ MK-801 grubunda yer alan siganlarin orta alanda
gecirdikleri stre 18,57+4,20 olarak bulunurken, perifer alanda gecirdikleri stre
193,04+15,71 sn olarak belirlenmistir. Gruplar arasinda orta alanda gecirilen stre
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmazken (p>0,391), perifer alanda
gecirilen sire agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur
(p<0,012).
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Orta Alanda Gegirilen Siire
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Kontrol Travma Travma+MK-801

Sekil 41. Sican gruplarina ait orta alanda gegirilen siirenin gruplara gore dagilimi

Sekil 41’e gore travma grubunun orta alanda daha az vakit gegirdigi, travma-+

MK-801 grubunun ise orta alanda daha fazla vakit ge¢irdigi goriilmiistiir.

Perifer Alanda Gegirilen Siire
300,00
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150,00
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50,00

Perifer Alanda Gegirilen Siire (sn)

0,00
Kontrol Travma Travma + MK-801

*n<0,05

Sekil 42. Sican gruplarina ait perifer alanda gegirilen siirenin gruplara gére dagilimi

Sekil 42’ye gore orta alanda gecirilen siire bulgularina uygun sekilde travma
grubunun perifer alanda daha fazla vakit gecirdigi, travmat MK-801 grubunun ise
perifer alanda kontrol ve travma gruplarina gore istatistiksel olarak anlami diizeyde

daha az vakit gecirdigi goriilmiistiir.
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6.6. Morris Su Labirenti Testine iliskin Bulgular

Sicanlarda hipokampal-bagimli 6grenme ve bellegi test etmek amaciyla
kullanilan Morris su labirenti bulgulari, her ii¢ gruba iligkin platform bulma sureleri,
yiizme hizlari, hedef kadran ve opozit kadranlarda gegirilen strelerin 4 gunluk veriler
ve bellege iliskin 5. giin verileri sirasiyla verilmistir. Gruplara gore ortalama platform

bulma slreleri Tablo 9’da gdsterilmistir.

Tablo 9. Morris su labirenti testine gore 1. , 2., 3. ve 4. ginlerdeki platform bulma

sureleri
Platformu Bulma Saresi (sn) (OrtxSH)
Gruplar
1. Giln 2. GUn 3. Gun 4. Gun
Kontrol 33,11+8,64 10,62+2,39 9,19+2,34 7,48+1,35
Travma 40,53+5,89 17,331£1,91 18,88+2,22° | 16,11+2,19"
Travma + MK-801| 38,65+6,16 19,64+2,47 14,63+2,71 12,45+0,74
p 0,133 0,049 0,026 0,011

Tablo 9’da goriildiigi gibi, siganlarin platform bulma siirelerinin 4 farkli giinde
gruplar arasinda karsilastirmas1 yapilmis, betimsel istatistiklerden ortalama ve standart
sapma (%) bulunmustur. Kontrol grubundaki siganlarin platform bulma siireleri 1. , 2.
3. ve 4. giinler sirasiyla ortalama 33,11+8,64, 10,62+2,39, 9,19+2,34 ve 7,48+1,35
sn.’dir. Travma grubundaki sicanlarmn platform bulma siireleri sirasiyla ortalama
40,53+5,89, 17,33+1,91, 18,88+2,22 ve 16,11+2,19 sn. iken, travma+MK-801
grubundaki si¢canlarin platform bulma siireleri sirasiyla ortalama 38,65%6,16,

19,64+2,47, 14,63+2,71 ve 12,45+0,74 sn.’dir.

Yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik oldugu belirlenmis (p<0,05), farkin hangi gruplar arasinda oldugunu
gostermek icin karsilagtrma metotlarindan Bonferroni metodu kullanilmastur.
Farkliliga neden olan gruplarin ikili karsilastirmalart yapilmis, travma+ MK-801 ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamistir (p>0,05). Platform

bulma siresinin ¢unct guninde travma grubu ile kontrol grubunun ortalamalar1
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arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p=0,023). Benzer sekilde
platform bulma siresinin dérdiinct guniinde de travma grubu ile kontrol grubuna
iliskin ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur
(p=0,009). Testin Gc¢tincl ve dérdinct ginunde travma grubunun, kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde platformu daha uzun siirede buldugu

belirlenmistir.

Platformu Bulma Suresi

o .

+—

3. Gln 4. Gln

Platformu Bulma Siresi (sn

1. Gin 2. Gln

Travma Travma + MK-801  ==@==Kontrol

*p<0,05
Sekil 43. Sigan gruplarna ait platform bulma siirelerinin gruplara gére dagilimi
Sekil 43’e gore platform bulma siiresi 1. 3. ve 4. ginlerde travma grubunda daha
uzun sitirmiistiir. MK-801 ajani uygulanan siganlarin platform bulma siirelerinin her
giin gittik¢e azaldig1 goriilmiis ve kontrol grubuna yakin bir deger aldig1 belirlenmistir.
Gruplara gore sicanlarin yiizme hizlarna iliskin giinliik verileri Tablo 10’da
gosterilmigtir.

Tablo 10. Morris su labirenti testine gére 1., 2., 3. ve 4. giinlerdeki yiizme hizlar1

Yiizme Hizlan (sn) (Ort=SH)
Gruplar
1. gln 2. gun 3. gun 4. gun
Kontrol 23,87+1,16 | 21,00+0,69 | 20,30+1,38 | 29,29+1,45
Travma 19,54+0,91 | 21,07+£1,24 | 20,20£1,05 | 27,05+0,50
Travma+MK-801 | 22,75+0,62 | 22,06+1,57 | 19,21+0,58 | 26,43+1,89
p 0,000 0,750 0,715 0,274
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Tablo 10’a gore siganlarin ylizme hizlar1 agisindan 4 farkli giinde gruplar
arasinda karsilastirmasi yapilmistir. Kontrol grubundaki siganlarin ylizme hizlari 1. ,
2., 3. ve 4. gunlerde sirasiyla ortalama 23,87+1,16, 21,00+0,69, 20,30+1,38 ve
29,29+1,45 sn.’dir. Travma grubundaki siganlarin yiizme hizlar1 1. , 2. , 3. ve 4.
glinlerde sirastyla ortalama 19,54+0,91, 21,07+1,24, 20,20+1,05 ve 27,05+0,50 sn.
iken, travma + MK-801 grubundaki siganlarin yiizme hizlar1 1., 2., 3. ve 4. giinlerde
sirasiyla ortalama 22,75+0,62, 22,06+1,57, 19,21+0,58 ve 26,43+1,89 sn.’dir.

Yapilan analizler sonucunda 1. giine ait yiizme hizlar1 agisindan gruplar arasinda
anlamli farklilik bulunmustur. Testin birinci guininde travma grubunun, kontrol ve
travma+MK-801 gruplarma gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiik

yiizme hizina sahip oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Yizme Hizlari
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1. Gun 2.gln 3. gln 4. gln
=@==Kontrol Travma Travma+MK-801

Sekil 44. Sican gruplarina ait yiizme hizlarinin gruplara gore dagilimi

Sekil 44’e gore 1. giinde travma ve travma+ MK-801 grubunda kontrol grubuna
gore daha diisiik yilizme hizi gozlemlenirken, 4. giin sonunda travma+ MK-801
grubunun kontrol ve travma gruplarina gore daha yavas yiizdigi goriilmiis fakat

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: bulunmustur (p>0,05).
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Tablo 11. Morris su labirenti testine gére hedef kadranda gegcirilen stireler

Gruplar Hedef Kadrar(lgzitcisglg_ilgilen Sure (sn)
Kontrol 25,26+1,26
Travma 19,56+1,28
Travma+ MK-801 19,75+2,11
p 0,018

Tablo 11’e gore kontrol grubunda bulunan siganlarin hedefkadranda gegirdikleri

ortalama sire 25,26+1,26 sn, travma grubunda bulunan si¢anlarin hedef kadranda

gecirdikleri ortalama sure 19,56+1,28 sn. ve travma+ MK-801 grubundaki siganlarin

hedef kadranda gegirdikleri ortalama sire 19,75+2,11 sn.’dir. Hedef kadranda

gegirilen siireler agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p=0,018).

Tablo 12. Morris su labirenti testine gore tim kadranlarda gecirilen sureler

Gruplar Kadranlarda Gegirilen Sare (sn) (OrtxSH)
1. kadran 2. Kadran 3. Kadran | Hedef Kadran
Kontrol 10,39+0,94 12,93+1,84 16,79+1,31 25,26+1,26
Travma 11,29+1,88 9,87+£1,30 19,38+1,25 19,56+1,28
Travma+MK-
801 9,01+£1,01 11,36+0,90 15,41+1,24 19,75+2,11

Tablo 12’ye gdre kontrol grubunda yer alan sicanlarin 1. , 2., 3. ve hedef
kadranda gecirdikleri siireler swrasiyla 10,39+0,94, 12,93+1,84, 16,79+1,31 ve
25,26+1,26 sn olarak bulunurken, travma grubunda bu degerler sirasiyla 11,29+1,88,
9,87+1,30, 19,38+1,25 ve 19,56+1,28 sn, travma+MK-801 grubunda ise 9,01+1,01,
11,36+0,90, 15,41£1,24 ve 19,75+2,11 sn olarak belirlenmistir.
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Hedef Kadranda Gegirilen Sure
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Sekil 45. Sigcan gruplarina ait hedef kadranda gegirilen siirelerin gruplara gore dagilimi

Kadranlarda Gegirilen Siire
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Sekil 46. Sican gruplarmna ait tiim kadranlarda gecirilen siirelerin gruplara gore

dagilim1

Sekil 46’ya gore hedef kadranda gecirilen siire agisindan travma grubu ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmistir
(p=0,018). Travma grubunun kontrol grubuna gore hedef kadranda istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde daha kisa zaman gegirdigi belirlenmistir. 1. , 2. ve 3. kadranlarda

ise gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmamstir (p>0,05).
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7. TARTISMA

Gelismis modern tani ve tedavi yontemlerinin gelismesine ragmen, kafa
travmalarma bagl dliimler giiniimiizde hala problem olusturmaktadir (100). Insan
niifusundaki artig ile birlikte trafik kazalari, is kazalari, darp, diigme gibi mekanik
travmalara bagli gelisen kafa travmalar1 sonrasi olusmus TBH o6ldiiriicii, sakat birakici,
uzun siire bakim ve tedavi gerektiren 6nemli kisisel ve sosyoekonomik sonuglari
nedeniyle mutlaka ¢oziilmesi gereken bir sorun olarak bilim diinyasmin kargisinda

¢coziimlenmeyi beklemektedir (101, 102).

Epidemiyolojik ve etiyolojiye yonelik yapilan ¢aligmalarda, 45 yas alt1 geng
popiilasyonda 6nde gelen 6lim nedenleri arasinda trafik kazalar1 oldugu, genel
travmaya bagli 6liimlerin ve sakatliklarin yarisinin kafa travmalari nedeniyle gelistigi
g0z Onlnde bulunduruldugunda, bu durum is kaybini ve tedavi masraflarin1 daha da
arttrmaktadir (103, 104). Gelismis iilkeler ciddi sosyoekonomik problemler ile
sonuclanan bu sorunlar1 agabilmek i¢in birincil korumay1 desteklemek amacli ciddi
caligmalar yapmakla birlikte, TBH ile ortaya ¢ikan morbiditenin azaltilmasina yonelik

yapilan bilimsel ¢aligmalara da destek vermektedir.

Travmatik beyin hasarmi tamamiyla dnleyebilecek ya da tedavi edilebilecek
bir yontem, yapilan tiim arastirmalara ragmen, hala mevcut degildir. Ancak
sonuclanan c¢aligmalar ve devam etmekte olan c¢alismalar bu biiyilk problemin

¢coziimiinde insanliga umut vaat etmektedir.

Mevcut sorunun ¢6zimu, sorunun iyi analiz edilebilmesinden gegcmektedir. Bu
nedenle TBH’nin patofizyolojisini anlamaya yonelik, insana yakin deneysel modeller
olusturulmaya calisilarak, bircok deneysel ¢alisma yapilmustir. Insandaki kafa
travmasinin primer ve sekonder sebeplerini arastirmak ve cesitli tedavi yontemlerini
gelistirmek i¢in kafa travmasi hayvan modelleri yapilmaktadir. Deneysel modellerin

temel amaci nekrotik ve apoptotik noronal hiicre 6limiinii ortaya koymaktir (105).
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Bunlarin temel nedenleri; iyonik dengelerin bozulmasi, enflamatuar ve immunolojik
cevap, ekstitator aminoasitlerin salinmasi, ortaya c¢ikan serbest radikaller,

norotransmitter ve néromodulator sistemlerin bozulmasi sayilabilir (57).

Deneysel kafa travmalar, Denny-Brown Russell’in c¢aligmalariyla
akselerasyon konkiizyon ve perkisyon-konkiizyon olmak (zere iki kategoriye
ayrrmustir  (58). Calisma i¢in segilen deneysel model, diger modellere gore
uygulanmasi kolay, ucuz, kontrol edilebilir bir model olan literatiirde daha 6nce

tanimlanmig kontlizyon travma modelidir (93, 8).

Yapilan deneysel ¢alismalar TBH sonrasi olusan patofizyolojinin iki strecte
gerceklestigini gostermistir. Bu siireclerden primer hasarlanma, kaza aninda baslar ve
daha sonra yerini giinler, haftalar boyunca siirecek olan molekiiler ve hiicresel degisim
kaskadini1 igeren ikincil hasarlanma tetikleyicisi olarak kargimiza ¢ikar (106). TBH’de
birincil hasarlanmaya neden olan cerrahi endikasyonlu faktorlerin cerrahi islemlerle
ortadan kaldirilmasi, daha sonra gelisecek olan ikincil hasarlanma siddetini en aza
indirmek agisindan 6nemlidir. Ancak ikincil hasarlanma siirecinde, travma sonrasi
hasarlanan ve canliligimi korumak i¢in miicadele veren noéronlarin etkilenmesinin
devam etmesi nedeniyle, bilimsel ¢aligmalar 6zellikle ikincil hasarlanma siirecine

yogunlagmigtir.

TBH primer hasar incelendiginde statik ve dinamik mekanik etki tipleri ile
gelistigi gozlenmistir (107). Bu mekanik etkiler sonrasi skalpte degisik derecelerde
yaralanmalardan yaygin aksonal hasara kadar varan kemik, vaskiiler ve serebral
dokunun etkilendigi genis yelpazede hasarlanmalar olustugu bilinmektedir (108, 109,
110). Sekonder hasar, birincil hasardan birka¢ dakika sonra aylar i¢inde geliserek
sonucta beyin hiicresi 6 liimiine, doku hasarina ve atrofiye yol acan metabolik, hiicresel

ve molekiiler olaylarin kaskadlariin sonucudur (34).
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TBH patofizyolojisinde serebral hasarin ilk asamalari, dogrudan doku hasari,
serebral kan akisi ve metabolizmanin bozulmasi ile karakterizedir. Bu “iskemi
benzeri” model, anaerobik glikoliz, artan membran gegirgenligi ve ardistk 6dem
olusumu nedeniyle laktik asit birikimine yol agmaktadir. Anaerobik metabolizmanin
hiicresel enerji durumunu muhafaza etmek amaciyla yetersiz kalmasi nedeniyle, ATP
depolar1 tiikenmekte ve enerji bagimli membran iyon pompalarinin basarisizlig1 ortaya
cikmaktadir. Patofizyolojik kaskatin ikinci agamast ise, eksitator ngrotransmitterlerin
(glutamat ve aspartat) asir1 salimi, NMDA-R, AMPA-R ve voltaj bagimli Ca®*- ve
Na*- kanallarinin aktivasyonu ile birlikte terminal membran depolarizasyonu ile
karakterize edilmektedir. Bu durum Ca?* ve Na* iyonlarmin ardisik olarak hiicre
icerisine akisina neden olur. Tiim bu olaylar sonrasi artan hiicre i¢i sodyum miktari ile
sitotoksik &dem, hiicresel asidoz ve lizis gelisir. Ca?* konsantrasyonundaki artis ise,
Ca*? bagimli enzimlerin (proteazlar, niikleazlar ve fosfolipazlar) aktivasyonu gibi

hiicresel apoptoza bagl hiicre i¢i sinyal yollarinin aktivasyonunu saglar (84).

Glutamat, beyinde en fazla bulunan eksitatdr norotransmitterdir. Kafa travmasi
sonrasi artan hiicre dig1 glutamat seviyesi, noronal hiicre 6limune yol agan ikincil
hasarlanma ile sonuclanabilecek glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasina neden
olmaktadir. Bu tip olaylar, uzun siireli depolarizasyona ve sonraki iyonik dengesizlige,
ATP'nin tikenmesine ve beyin 6demi ile sonuglanan intraselliiler serbest kalsiyum
seviyelerinde artisa, kafa i¢ci basmcin artmasina, vaskiiler kompresyona ve kafa
travmasinin 6liimciil bir komplikasyonu olan beyin herniasyonuna neden olabilir. Bu
nedenle, artan interstisyel glutamat seviyelerinin ve bunun sonuglarma yol agan temel

mekanizmalarm anlasilmasi 6nemlidir (49).

Elde edilen veriler 1s18inda kafa travmasi modellerinde eksitatér aminoasit
antagonistleriyle yapilan tedavi caligmalarina da hiz kazandirmistir. Non-kompetitif
EAA antagonisti MK-801 (dizocilpine) bugiine kadar sentezlenen veya kesfedilen
NMDA reseptor blokorleri icerisinde en kuvvetli noroprotektif ajandir. Baglangigta
antikonviilzan, anksiyolitik ve sempatomimetik olarak kullanilan MK-801 glinumuizde
ozellikle hipoksi/iskemi sonucu olusan eksitotoksik hasarlara karsi noroprotektif bir

ajan olarak onerilmektedir (17, 33).
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Bu calisma sicanlarda TBH sonrasinda gelisen sekonder hasarlanmaki
eksitotoksik hasarlara karsi NMDA-R antagonisti MK-801’in bilissel davranis ve
ogrenme-bellek Uzerine ve travma sonrasi immatiir siganlarin hipokampal beyin
bolgelerinde norotrofik faktorlerin ekspresyonuna ileri donem etkisini arastirmak i¢in

yapilmustir.

Calismamizda 7 giinliik 37 adet Sprague Dawley sicanlar kullanildi ve 3 gruba
ayrildi. Arastirmanin kontrol grubu 13 sigandan olusan ve herhangi bir iglem
uygulanmayan, travma grubu 12 sicandan olusan ve yalnizca kafa travmasi uygulanan,
aragtirmanin ti¢lincii grubu ise 12 sicandan olusan, kafa travmasi uygulanan ve ayni
zamanda MK-801 uygulanan gruptur. Ugiincii grupta kafa travmasmdan hemen sonra
serum fizyolojik igerisinde ¢6ztinen MK-801 (Sigma M107) 1 mg/kg tek doz ip
uygulandi. Daha sonrasinda ii¢ grup yavru sicanlara 16 hafta boyunca, haftalik viicut
agirligi dlgtimleri yapilarak kilo artiglar1 gozlemlendi. Travmatik beyin hasarina maruz
kalan sicanlarda kilo a¢isindan kontrol, travma ve travma+ MK-801 gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmazken, MK-801 uygulanan grupta daha
fazla kilo kayb1 gozlemlenmistir. Adelson ve ark. immatiir siganlarda diftiz travmatik
beyin hasar1 sonucunda, yaralanma sonrast 3 ay boyunca viicut ve beyin agirligi
artisinin  gergeklestigini belirtmisler (111). Rowe ve ark. ise viicut agirligindaki
degisikliklerin yaralanmaya bagli metabolizmay1 ve endokrin fonksiyon bozuklugunu
temsil edebilecegini belirtmisler (112). Ayn1 ¢alismada beyin hasr1 sonrasindaki ilk 3
gunde (yaralanmadan 0 ila 3 gin sonra), travma grubu plasebo grubu ile
karsilagtirildiginda viicut agirhiginin énemli dlgiide azaldigi ve buna karsilik travma
sonrast 3-58. giinler arasinda viicut agirlig1 tiim siganlarda arttig1 goriilmiis. Bununla
birlikte travma grubundaki sicanlar, plasebo grubu ile karsilastirildiginda yiiksek
miktarda viicut agirligi kazanmislar. Genel olarak, beyin hasar1 viicut agirhginda akut
azalmaya neden olmus, bu durum zamanla tersine donerek travmaya maruz kalmayan
sicanlarm agirliklar travma grubundaki sicanlardan daha diisiik bulunmus. Insanlar
iizerinde travmatik beyin hasarnin kilo ile iligkisi incelendigi bir ¢aligmada, travma
sonrasinda hastalarin %42’sinin kilo aldigi, %28’inin ise kilo kaybettigi belirtilmis,

ancak travma ve kontrol gruplar1 arasinda kilo agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
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farklilik bulanamamis (113). Wright ve ark. kronik MK-801 (1 mg/kg doz) uygulanan
sicanlarda, viicut agirliginin kontrol grubuna gore daha az oldugunu gostermislerdir
(114). Benzer bir diger ¢aligmada ise 5 mg/kg tek doz ip MK-801 enjeksiyonunun uzun
stireli bir gevsemeye (35-40 saat) neden oldugu ve disi siganlarda ciddi bir viicut
agirhigr kaybina yol actig1 bildirilmis (115). Bizim ¢alismamizda da uyumlu olarak
MK-801 uygulanan grupta daha fazla kilo kayb1 gbzlemlendi. Bu bulgularin aksine
Phillips ve ark. nin sivi perkiisyon kafa travmasmi iceren bir hayvan modeli
olusturduklar1 ¢aligmalarinda, travmadan on bes dakika oOnce siganlara MK-
801 (0.3mg/kg) ip enjeksiyon uygulamiglar ve MK-801’in, ila¢ uygulanmayan travma
grubuna gore viicut agirligmi 6nemli 6lgiide arttirdigini gostermisler (116). MK-
801’in viicut agirlig1 agisimdan metabolizmaya olan etkisi a¢ik degildir ve yapilan
calismalarda farkli sonuclar elde edilmistir. Metabolik, endokrin ve hipotalamik
fonksiyonlara etkisinin tam olarak aydinlatilmasi amactyla ileri literatiir caligmalarina

ihtiya¢ vardur.

16. haftanin bitiminde davranis testlerinden agik alan testi ve ardindan 5 ginliik
Morris su labirenti testi uygulandi. Deneylerin bitiminde si¢anlar, morfolojik,
histolojik ve biyokimyasal degerlendirme amaciyla sakrifiye edilerek beyin dokular1
cikarildi. Calismamizda elde edilen bilateral hipokampal néron sayimi bulgularina
gore, travma grubunda yer alan si¢anlarin sag hipokampusun CAl, CA3 ve DG
bdlgelerindeki noron sayilarmmim kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldigmi, ayni zamanda sol hipokampal alanlarda da istatistiksel olarak anlaml
olmasa da noron sayilarinin azaldigini gosterdik. Travma+ MK-801 grubunda yer alan
sicanlarda ise yalnizca ipsilateral hipokampal alanlarda degil, ayn1 zamanda
kontralateral hipokampal alanlarda da ndron sayilarinin korundugunu ve kontrol
grubuna yakin diizeyde seyrettigini saptadik. S. Bittigau ve ark, agirlik diisiirme
modeliyle ilgili yaptiklar1 pediatrik kafa travmasi ¢aligmalarinda, olgunlasmamis sigan
beyinlerine uyguladiklar1 mekanik travmanin 4 saat i¢inde hizla genisleyen akut bir
eksitotoksik lezyona neden oldugunu bildirmigler (93). Ayrica bu lokal eksitotoksik
cevabin bir¢ok beyin bdlgesini (0rn, parietal ve cingulate korteksler, laterodorsal,
mediodorsal ve ventral talamik nukleus, hipokampal dentat gyrus, subikulum gibi..)
etkileyen yayilmis apoptotik hiicre oliimii izledigini belirtmigler. Ayni1 zamanda,

kaspazlar olarak bilinen bir grup sistein proteazlari vasitasiyla hem ndronal hem de
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noronal olmayan hiicrelerde glutamat eksitotoksisitesinin apoptozu indiikledigi
gosterilmistir (117). Ipsi ve kontralateral hipokampal beyin alanlarini etkileyen yaygin
ndronal hiicre kaybmin, eksitotoksisite ve ilgili apopitoz nedeniyle oldugu ve dnceki
raporlarla tutarli oldugu sonucuna vardik. Sonmez ve ark. yaptiklar1 pediatrik kafa
travmasi ¢aligmalarinda ise, travma grubunda ndron yogunlugunun tiim hipokampal
beyin alanlarinda anlaml diizeyde azaldigini, ancak travma+ MK-801 grubunda ndron
yogunlugunun korundugunu tespit etmislerdir (6). Shapiro ve ark. kafa travmasindan
1 saat sonra verilen 3 mg/kg MK-801"in kortikal dokudaki azalmay1 24 saatte etkili
bir sekilde onledigini, travmadan 48 saat sonra ise farelerin norolojik durumunu
onemli Olgiide gelistirdigini tespit etmislerdir (118). Sonug olarak MK-801’in kafa
travmasi sonrasi beyin 6demi olusumunu ve apoptozu azalttigi, nérolojik iyilestirmeyi
hizlandirdigimi dolayisiyla MK-801 uygulamasinin hipokampal alanlarda ndronal

kayb1 ve ilgili hafiza kaybmi korudugunu sdyleyebiliriz.

Santral sinir sistemindeki en fazla glial hiicre tipi olan astrositler, yasam boyu
noroplastisite ve ndral homeostazda 6nemli bir rol oynar. Astrositler, hiicre disi
glutamat, adenozin, potasyum, laktat ve GABA'y1 diger norotransmiterler ve
noromodulatorler arasina tastyarak noronal uyarilabilirligi dizenler (119). Astrositler,
travmanin da dahil oldugu beyin hastaliginin bir ¢ok yoniinde kilit katilimcilar olarak
ortaya c¢ikmaktadir. Astrositlerin aktivasyonu, metabolizmaya nérotransmiterlerin
salimmasina, noroplastisiteye ve noron-glial sinyallesmeye katilan molekiillerin
ekspresyon seviyelerini degistirmesine neden olur. Reaktif astrositler ayn1 zamanda
BDNF ve NGF de dahil oldugu nérotrofik faktor Uretirler (120). BDNF ve NGF
baslangigta néronal sagkalim faktorleri olarak tanimlanan proteinler olan ndrotrofin
ailesinin bir Gyesidir (121). Noronlarin gogalmasini ve farklilagmasimni desteklemenin
yani sira, sinirsel bilgi islem kapasitesinin kritik bir belirleyicisi olan dendritik
dikenlerin seklini ve sayisin1 da etkilerler (122, 123). Ayrica, BDNF 6grenme ve
bellege bagli hipokampal sinaptik plastisite formlarin1 diizenler ve BDNF
sinyallesmesinde yasa bagl diisiis, yasa baglh bellek eksikliklerine katkida bulunabilir
(123, 124). Astrositler ayn1 zamanda TrkB ve p75 BDNF norotrofin reseptorlerini de
eksprese eder (125). Wenjuan Yu ve ark. yaptiklar1 bir galismada MK-801, in vitro
hipokampal astrositlerdeki BDNF, TrkB ve p75 ekspresyon seviyelerini anlamli
sekilde arttirdigini géstermisler (126). Calismamizdan elde edilen histolojik bulgulara
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gore, travma bilateral hipokampusun CAl, CA3 ve DG alanlarinda BDNF ve NGF
ekspresyonlarini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltt1 ve MK-801 uygulamasi
ise BDNF ve NGF ekspresyonlarindaki azalmayi tersine ¢evirerek arttirdi. SOnmez ve
ark. benzer sekilde yapmis olduklari ¢aligmalarinda, 1 mg/kg MK-801 dozuyla yapilan
tedavinin, travmaya neden olan hipokampal ndron kaybin1 6nemli dlciide azalttigini
ve CAl, CA3 ve DG hipokampal beyin bolgelerinde BDNF ve NGF ifadelerini
artirdigini gostermistir (6). Bu bulgularin aksine, Fumagalli ve ark. MK-801’in BDNF
norotrofinin hipokampal ekspresyonunu azaltigini, bu etkinin antipsikotik ilaglardan
haloperidol ile daha da siddetlendigini, ancak olanzapin ile normallestirildigini
gostermislerdir (127). Linden ve ark. MK-801’in (5 mg/kg; 4 saat uygulama), entorinal
kortekste BDNF mRNA’y1 6nemli 6l¢iide arttirdigini, ancak olfaktor bulbus disinda
hi¢bir beyin bolgesinde BDNF ekspresyonunu etkilemedigini tespit etmislerdir (128).
Cassol Jr. ve ark. sepsis modeli olusturulan siganlarda, akut diisiik MK-801 dozunun
(0.025 mg / kg) BDNF seviyelerini degistirmeden bellek ac¢igini oOnledigini
bildirmistir (129). BDNF ve NGF’nin deneysel TBH sonrasinda sekonder hasar1
hafifletme ve davranigsal sonucu etkileme yetenegi tartismalidir. V. Conte ark.
yaptiklart bir ¢alismada TBH’nin, TrkB reseptoriiniin ekspresyonunun azalmasina
neden olabileceginden ve BDNF'nin potansiyel noroprotektif etkilere neden olmasmi
Onleyebileceginden hem BDNF'nin hem de TrkB reseptorinin hipokampal ndronal
kayip ve biligsel islev bozukluguna katkisini degerlendirmisler. Deneysel TBH'yi
takiben TrkB ve BDNF inflizyonunun farelerde néronal sagkalimi ve davranigsal
sonucu etkilemedigi sonucuna varmiglar (130). TBH sonrasi sekonder beyin
hasarindan korumak igin BDNF ve NGF gibi norotrofinlerin ekspresyonunu uyarmada
MK-801 gibi ajanlarin kullanilmasinin, ekzojen néropeptidlerin kullanilmas1 yerine

daha iyi sonuglara sahip olabilecegini diistinmekteyiz.

CNS’deki eksitatér norotransmisyondan baslica sorumlu reseptér olan
NMDA-R, 6grenme ve hafizanin temelinde yatan sinaptik iletinin verimliligindeki
plastik degisikliklerde ve biiyiime esnasinda sinir aginin olugmasinda rol oynar.
NMDA-R’m asir1 aktivasyonlari ise santral noronlarm 6liimiiyle sonuglanan glutamat
norotoksisitesine neden olur. NMDA-R bdlgesel dagilimi, TBH sonrasinda beynin
Ozellesmis bolgelerindeki eksitotoksisite ile dogrudan iligkilidir (131). Kumar ve
ark. kortikal etkili kafa travmasimin ardindan 6-12 saat stire sonra, hipokampal alanda
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NMDA-R alt birimlerindeki protein seviyelerinde bir azalma oldugunu gosterdi (132).
Giza ve ark. ayn1 zamanda sinaptik NR2 bilesiminde alt birime 6zgii bir azalma
bildirmisler ve TBHyi takiben neokortekste gegici olarak meydana gelen bu azalma
hipokampusta travmadan sonra en az 4 giin boyunca devam ettigini belirtmisler (133).
Biz de calismamizda 6nceki ¢alismalar ile tutarl olarak travmanin, sag hipokampusun
CA1l, CA3 ve DG alanlarinda NMDA-R ekspresyonlarini istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azalttigin1 ancak sol hipokampusun ayni alanlarinda NMDA-R
ekspresyonlarini kontrol grubunun iizerinde seyrettirdigini gozlemledik. Bu sol
hipokampal NMDA-R ekspresyonlarinin travma uygulanan taraf olan sag hipokampal
alandan daha fazla olmas1 durumunu, néral homeostazi saglamak amaciyla gosterilen
bir i¢sel savunma olarak agiklayabilirizz. MK-801 uygulamasinin ise bilateral
hipokampal CA1, CA3 ve DG alanlarinda NMDA-R ekspresyonlarmdaki azalmay1
tersine cevirerek arttirdigmi bulduk. Dolayisiyla bu bulgulara dayanarak, immatiir
siganlara TBH'yi takiben uygulanan MK-801’in ge¢ donemde de noroprotektif etkisini

devam ettirdigini sdyleyebiliriz.

Biyokimyasal bulgularimiz histolojik bulgularimiz ile tutarli olarak, ELISA
yontemi kullanarak yaptigimiz ¢alisjmada MK-801” in siganlarin sag hipokampus
beyin bolgesindeki BDNF, NGF ve NMDA-R protein dlzeylerini travma grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigini gozlemledik (swrasiyla
p=0,035, p=0.030 ve p=0.001). Zafra ve ark. hiicre kiiltiiriiyle yaptiklar1 bir caligmada,
BDNF mRNA miktarmin 7. giine kadar diizenli bir sekilde arttigini ve daha sonra orta
seviyelere geriledigini belirtmis, MK-801’in BDNF mRNA'daki artis1 devam ettirdigi
ve ayrica MK-801 NGF mRNA'y1 da bir miktar artirdigini rapor etmisler (134). Bu
durum, hipokampal néronlarda bu iki noérotrofinin sentezinin glutamat sistemi

tarafindan diizenlendigini gostermektedir.

Bir ara filament proteini olan glial fibriller asidik protein (GFAP), CNS’de
astrosit hicrelerinde eksprese edilir ve astrosit aktivasyonunun bir isareti olarak
kullanilir (124). Reaktif astrogliosis, CNS hasarina cevaben ve beraberinde
ndropatolojik siire¢ olarak ortaya ¢ikar. Bu degisikliklere CNS hasar1 bdlgelerinde
aktif astrositlerin bir isareti haline gelen GFAP seviyesindeki ¢arpici artiglar eslik eder
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(135). Caligmamizdaki en belirgin bulgulardan biri, travmadan4 ay sonra
bile aktif mikroglia varligin1 gosteren hipokampusun tiim alanlarindaki GFAP
ekspresyonu artigiydi. Aktive edilmis mikroglia travmaya yanit olarak, yaralanma
bolgesindeki hiicresel kalintilar1 fagositize etmede temizleyici olarak gorev gorir ve
proinflamatuar molekiilleri saliverir. Ilk basamak yaralanmaya tepki olarak faydali
olsa da, sitokinlerin ve serbest radikallerin salinim1 TBH'nin ikincil asamasinda zararl
olabilir ~ (136, 137 ). Daha onceki ¢aligmalar, mikroglialarn bazi1 tiplerinin
noroprotektif etki de gosterdigini vurgulamislar (138). Ancak yaralanmadan 4 ay
sonra bile beyindeki varligi kontrolsiiz bir patolojik slirecin gostergesi olabilir. Yine
bu durum, yaralanma onarimi tamamlandiktan uzun siire sonra hasar1 arttirtyor
olabilir. Diane M. Brooks ve ark. lateral stv1 perkisyon (LFP)
teknigini kullanarak yetiskin erkek Wistar siganlara dort hafta boyunca haftada bir
kez hafif bir TBH'ye maruz biraktiklar1 ¢alismalarinda, ipsilateral lateral
periventrikiiler beyaz maddede, ipsilateral parietal kortekste ve ipsilateral i¢
kapsiilde artan GFAP ekspresyonundan bahsetmisler (139). Insanlarda travmatik
beyin hasarinin norokimyasal karakterizasyonu inceleyen baska bir calismada da,
yaralanan beyinler kontrol beyinlerine kiyasla artan sayida GFAP- pozitif astrosit ve
daha yogun GFAP reaksiyonu gosterdigini saptamislar (140). Artmis ekspresyon, akut
ve kronik beyin hasarina yanit olarak bir reaktif morfolojik ve fizyolojik degisiklik

kiimesi olan astrosit aktivasyonunun bir isaretidir.

MK-801 (dizosilpin maleat) ve N-metil-D-aspartat reseptoriiniin diger bazi
antagonistleri, sicanlarin posterior singulat / retrosplenial (PC / RS) korteksinde
noronlarin vakumlanmasma ve nekrozuna neden olur. Néronal nekroz astrositik ve
mikroglial bir reaksiyon baslatir. Bir ¢alismada 60-70 gunlik Sprague Dawley
sicanlarmma 0.1, 1.0 veya 10 mg / kg dozlarda subkutan MK-801 ajan1 verilmis ve
sicanlar enjeksiyondan 3, 5, 9 veya 16 giin sonra oldiiriilerek posterior singulat ve
retrosplenial kortekslerini igeren beyin ornekleri alinmis ve ornek homojenatlari
GFAP ekspresyonlar1 agisindan ELISA'ya tabi tutulmus. PC ve RS kortekslerinde
GFAP'ta anlamli, doza bagli bir artis meydana gelmis (10 mg / kg MK-801 uygulanan
grupta 9. giinde en yuksek) ve GFAP'taki lokalize artis, immiinositokimya ile de
dogrulanmis. Bu biyokimyasal ve immunositokimyasal veriler néronal nekroza

lokalize astrositik bir cevap gosterdigi sonucuna varmislar (141). Hur ve ark. MK-
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801’in hem disi hem erkek sicanlara iliskin RS korteksteki GFAP ekspresyonunu,
disilerde daha biiyiik 6l¢iide arttirdigini belirlemigler (115). MK-801’in indiikledigi
GFAP ekspresyonu, disilerde 17B-estradiol (1 mg/kg) ile daha da artmistir. Genel
olarak, MK-801 ile tedavi edilen si¢anlarin RS korteksindeki GFAP ekspresyonunun,
disilerde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Yine bagka bir ¢alismada rekabetci
olmayan NMDA antagonisti MK-801 (1 mg/kg) ile 6n tedavi sonrasinda akut bir
omurilik yaralanmasi olusturulan hayvan modelinde, MK-801’in ndrofizyolojik
sonucu iyilestirdigi ve GFAP ekspresyonunu artirdigi bulunmus (142). Wenjuan Yu
ve ark. MK-801'in hipokampal astrositler iizerindeki etkisini arastirdiklar1 bir
calismada, sizofreni hayvan modelinde hipokampal astrositlerdeki GFAP ekspresyon
seviyelerini incelemisler. 8 adet erkek Sprague-Dawley sicanlara 6 gln boyunca
glinluk MK-801 ip enjeksiyon (0,5 mg/0 ml/kg) uygulamislar ve kontrol hayvanlarina
(n = 8) esit miktarda normal salin verilmis. Bu ¢caliymada, tekrarlanan yiiksek MK-801
dozlar1 sigan hipokampusiinde GFAP ekspresyonlarint anlamli sekilde arttirmis (126).
Bizim ¢aliymamizda da hipokampal astrositler, dnceki ¢aligmalarla uyumlu bir sekilde
in vivo olarak MK-801 tarafindan aktive edildi ve MK-801"in sag hipokampusun CA1
ve CA3 alanlarinda ve sol hipokampusun CA3 alaninda GFAP ekspresyonunu
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigii  goézlemledik. MK-801,
hipokampusun diger alanlarinda da GFAP ekspresyonunu artird: fakat anlamli degildi.
Bununla birlikte, Gomes ve ark. 1 mg/kg MK-801 ile 28 glin boyunca tedavi edilen
farelerin dorsal hipokampusiinde GFAP ekspresyonunda bir degisiklik olmadigini
bildirmis (143). MK-801'in hipokampal astrositler tizerindeki dogrudan etkilerini
incelemek i¢in primer astrosit kiiltiirleri incelenmis ve in vivo sonuglarla tutarl olarak
MK-801’in hem protein hem de mRNA seviyelerinde GFAP ekspresyonunu arttirdig:
goriilmiis (144, 145). Sonug¢ olarak, MK-801'e astrositik tepki sicanlarda doz ve
zamana bagli olsa da TBH sonrasinda uygulanan MK-801 tedavisi noronal iyilesme

esnasinda skar dokusunu artirarak GFAP ekspresyonunu artirmis olabilir.

TBH olusturulmus yavru sicanlara uygulanan MK-801 ilacinin ge¢ donemde
biligsel davranig iizerine etkisini inceleyen bir calismaya rastlamadik. Biz de
calismamizda MK-801 ilacinin bilissel davranig lizerine ileri donem etkisini, travma
uygulandiktan 16 hafta sonra davranig deneylerinden olan agik alan ve Morris su

labirenti testi ile degerlendirdik. Agik alan testi, sicanlarin lokomotor aktivitesini
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degerlendirmede en sik kullanilan diizenektir. Lokomotor aktivite; katedilen mesafe
ve hareket hizinin 6l¢iimiiyle degerlendirilebilmektedir (146). Yapilan ¢alismalarda,
lokomotor etkilenmesi olan siganlarin agik alan testinde kontrol grubuna gore daha
yavas hareket ettikleri ve daha az mesafe katettikleri gosterilmistir. Ag¢ik alana
birakilan hayvanin kendi ortamindan alinip tek basmna bilmedigi farkli bir ortama
birakilmasi sicanlarda anksiyete meydana getirir. Stresin siganlarin kdselerde donup
kalmasma neden olacagi gibi asir1 hareketli olmasina da sebep olabilecegi iddia
edilmektedir (147, 148). Ancak calismamizin bu asamasi, biitiin siganlar i¢in esit
sartlarin  olusturuldugu bir odada yapildi. Uygulamalar aymi kisi tarafindan
yapildigindan, anksiyete-stres gibi problemlerin tiim si¢canlar1 esit diizeyde etkilemesi
saglanmistir. Caligmamizda lokomotor aktiviteyi degerlendirmek amaciyla gruplarin
acik alan diizenegindeki katettikleri mesafeyi ve hareket hizlarmi inceledigimizde,
MK-801 uygulanan grupta katedilen mesafe ve hareket hizi en yiiksek bulunmasina
karsin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Bu
bulgunun, MK-801’in daha az donma davranis1 gostererek lokomotor aktiviteyi
arttirdigin1 diiglinebiliriz. Anksiyeteyi degerlendirmek amaciyla gruplarin agik alan
diizenegindeki orta ve perifer alanlarda geg¢irdigi siirelerine baktigimizda ise, travma+
MK-801 grubunun orta alanda ge¢irdigi siirenin en yiiksek, perifer alanda gegirdigi
stirenin ise istatistiksel olarak anlamli diizeyde en diisiikk oldugunu bulduk (sirasiyla
p=0,391, p=0,012). Travma grubunda ise perifer alanda gecirilen siire ve thigmotaxis
gibi anksiyete gostergesi olarak kullanilan davraniglarin diger gruplara gore daha fazla
oldugunu saptadik. Sonmez ve ark. benzer sekilde yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda,
tek doz 1 mg/kg MK-801 dozuyla yapilan tedavinin travmaya maruz birakilan
hayvanlarin anksiyetesini azalttigmi belirtmisler (6). Guo ve ark. ise MK-801’in,
immatiir sicanlarda lokomotor aktiviteyi siirekli arttirdigimi gostermisler (149). Bu
bulgulara dayanarak TBH sonrast MK-801 uygulamasinin, travmanin olusturdugu
kaygiy1 azalttigin1 sdyleyebiliriz. Nitekim, agik alan testinden elde ettigimiz mevcut
bulgularimiz saglikli insanlarda psikoz benzeri semptomlara yol agan MK-801’in ayn1

zamanda anksiyolitik etkinlik gosterdigi yoniindeki bulgularla ayni yondedir.

Sicanlarda hipokampal-bagimli 6grenme ve bellegi test etmek amaciyla
kullandigimiz Morris su labirenti testi bulgularma goére ise, travma grubunun gizli

platformu diger gruplara kiyasla daha uzun siirelerde buldugu ve testin ii¢lincii ve
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dordiincii giinlinde platform bulma siiresi (6grenme denemeleri) agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik gosterdigini bulduk (sirasiyla p=0,023<0,05 p=0,009<0,05).
MK-801 uygulanan gruptaki siganlarin ise gizli platformu travma grubuna kiyasla
daha kisa siirede bulduklarmi saptadik. Bu bulgularla MK-801’in TBH’ye maruz
birakilmis sicanlarda Ogrenme yetilerine olumlu katkida bulundugu sonucuna
ulagilmistir. Yiizme hizlar1 agisindan baktigimizda ise 4. guniin sonunda gruplar
arasinda yapilan analizler sonucunda anlamh bir farklilik bulunamadi. Dolayisiyla
travmanin motor fonksiyonlar1 bozmadan kognitif fonksiyonlari etkiledigini ve travma
modelimizin uygun sekilde c¢alistigimi sOyleyebiliriz. Bellek performansinin
degerlendirildigi besinci giinde yapilan hatirlama (probe trial) deneyinde platformun
yerini 6grenmeyi (hedef kadranda gegirilen siire) degerlendirdigimiz ¢alismamizda,
travma grubunun hedef kadranda diger gruplara kiyasla istatistiksel anlamli olarak
daha kisa siire gegirdigini (p=0,018<0,05) gozlemledik. Diger bir ifadeyle travmatik
beyin hasar1 modelinin, hayvanlarda 6grenme ve hafiza kabiliyetini 6nemli dl¢lide
bozdugu belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda gruplar arasinda opozit kadranda
gegirilen siire agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi. Agirlik
diisiirmeyle kapali kafa travmasi yapilan bir ¢alismada, travma sonrasi 1. ayda Morris
su labirenti testi ile biligsel ve hafiza kusurlarina neden oldugu gosterilmistir (150).
Ayn1 yontemle yapilan diger bir arastirmada ise, si¢anlarda yaralanma siddeti ile
iliskili motor ve biligsel fonksiyonlarda bozulma, yiiriiyiis ve hafiza bozukluklar1
gosterilmig (151). MK-801 uygulanan grubun ise hedef kadranda daha uzun stre
gecirdigini saptadik. Dolayisiyla MK-801’in TBH’ye maruz birakilmis siganlarda
bellek performanslari {izerine de olumlu etki gosterdigini sdyleyebiliriz. Liu ve ark.
calismalarinda sartli korku belleginin sonme ve biitiinlesme etkilerini incelemisler,
gecikmeli sonme kosullanmis korku tepkileri iizerinde daha uzun streli (20. giinde
anlamlilik) bir depresyona neden oldugunu belirlemisler (152). ikinci olarak yaptiklari
deneyde MK-801, korku tilkenme bellegini baslatmak, birlestirmek veya siirdiirmek
icin kritik zaman noktalarina karsilik gelen gecikmeli sonmeden 4 saat veya 12 saat
once i.p. enjekte edilmis, sonug olarak MK-801 bir Pavlovian modelde isitsel sarth
korku tepkilerinin sonmesini konsolide etmesini engellemis. Mikics ve ark. benzer
sekilde 6grenme ve hatirlamaya iligkin akut ve kalici sonuglar1 arastirmak amaciyla,
korku kosullanmas1 ardindan 1. ve 28. giinlerdeki davranissal tepkileri arastirmislar ve
MK-801’in (0.05 ve 0.1 mg/kg) her iki giinde de korkuya iliskin olaylarda asosiyatif

O0grenmenin azalmasmi engelledigini belirlemigler (153). Ancak tiim bu bulgularin
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aksine, bir ¢alisma MK-801'in (0.01-0.1 mg/kg sc) motor veya duyusal
mekanizmalardan ayristirilamayan uzaysal 6grenmede bir bozulma tirettigini belirtmis
(154). Yine yapilan baska bir ¢aligmada, 0.2 mg/kg i.p. MK-801"in Morris su labirenti
deneyi ile 6grenme ve hafiza (izerindeki etkileri arastirilmig. MK-801’in 6grenme ve
hafizay1 bozdugu, Lurasidone’un ise bu durumu tersine ¢evirdigi gosterilmis (155).
Sonug olarak, MK-801'in 6grenme ve bellek performansi iizerindeki kronik dénem
etkisinin tam olarak ortaya konmast i¢in, MK-801’in hipokampal yap1 ve
fonksiyonlarma iliskin hasarlara karsi ileri donem etkilerini inceleyen literatiir

calismalarina ihtiyag vardir.
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8. SONUC ve ONERILER

Travmatik beyin hasar1 pediatrik ¢cagda 6nemli bir saglik problemidir ve ayni
zamanda giinliik yasamin birgok alaninda ¢esitli etkilerle birlikte sosyal, ekonomik ve
ruhsal alanda problemler ortaya ¢ikarmaktadir. Bu arastirmada, rekabetg¢i olmayan bir
NMDA reseptorii antagonisti olan MK-8011in, kiint kafa travmasma maruz birakilmig
7 giinliik immatiir siganlarda hipokampal yap1 ve fonksiyonlarna iligkin hasarlara
karst ileri donem etkilerinin incelenmesi amag¢lanmistir. Ayrica immatiir siganlarda
travmatik beyin hasar1 sonrasi hipokampustaki néron yogunlugu ve kognitif

fonksiyonlar {izerinde etkileri incelenmistir.

Calisma bulgulan 1s5181inda elde edilen sonuclar su sekilde siralanabilir:

Travmatik beyin hasarina maruz birakilan immatur siganlarin travma sonrasi 16
hafta boyunca, haftalik kilo diizeyleri takip edilmistir. Travma grubunun, kontrol ve
travma+ MK-801 gruplarina gore kilo alimi agisindan istatistiksel olarak anlamli

farklilik gostermedigi bulunmustur.

Travmatik beyin hasari sonrasi incelenen bilateral hipokampal noron sayimi
bulgularina gore; travma grubunda yer alan siganlarin sag hipokampusun CAl, CA3
ve DG alanlarindaki néron sayilarmnin kontrol grubuna gore grup ortalamalarmin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigini, travma+ MK-801 grubunda yer alan
sicanlarim ise yalnizca ipsilateral hipokampal alanlarda degil, ayn1 zamanda
kontralateral hipokampal alanlarda da ndron sayilarmin korundugu ve kontrol grubuna
yakin diizeyde seyrettigi, fakat grup ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark olmadigi

gozlemlenmistir.

Immunohistokimyasal bulgulara gore, travma sonucunda bilateral hipokampal
alanda BDNF ve NGF ekspresyonlarinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1
ve sag hipokampal CAl, CA3 ve DG alanlarinda NMDA-R ekspresyonlarinin
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi, MK-801 uygulamasinin bu bolgelerde
BDNF, NGF ve NMDA-R ekspresyonlarindaki azalmayi tersine gevirerek arttirdigi
bulunmustur. Ayrica MK-801"in sag hipokampal CA1 ve CA3 alanlarinda ve sol
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hipokampal CA3 alaninda GFAP ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

arttirdig1 gozlemlenmistir.

Yapilan ELISA analizi bulgular1 ise histolojik bulgulara uyumluluk gostermistir.
Test sonuglarina gore; travma grubunda sag hipokampal CA1, CA3, DG bélgelerinde
NGF, BDNF ve NMDA-R protein dizeylerinde kontrol grubuna gdre istatistiksel
olarak anlamli bir azalma bulunmustur (sirasiyla p=0,026, p= 0,017 ve p=0,001).
Travma+ MK-801 grbunda ise sag hipokampal CAl, CA3, DG bolgelerinde NGF,
BDNF ve NMDA-R protein duzeylerinde travma grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir artis goézlenmistir (swrasiyla p=0,035, p=0,030 ve p=0,001). Sol
hipokampal CA1, CA3 ve DG bholgelerinde ise NGF, BDNF ve NMDA-R protein
dizeylerinin grup ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamamuistir (p>0.05).

Acik alan testi bulgularma gore, travma+ MK-801 grubunun orta alanda
gecirdigi siirenin en uzun, perifer alanda gegirdigi siirenin ise istatistiksel anlamli
olarak kisa oldugu belirlenmistir. Travma grubunda ise orta alanda gegirilen siire kisa,
perifer alanda gegirilen sure ise uzun bulunmasina karsin istatistiksel olarak grup
ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamigtir (p>0.05). Diger acik alan testi
bulgular1 incelendiginde, travma+ MK-801 grubunun katettigi mesafe ve hareket hizi
yiiksek olmasina ragmen grup ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamustir (p>0.05). Daha sonra bu grubu sirasiyla travma ve kontrol gruplari

izlemistir.

Morris su labirent testi bulgular1 degerlendirildiginde; travma grubundaki
siganlarin testin Uglinct ve dordunci guniinde kontrol grubuna goére platformu
istatistiksel olarak anlamli derecede daha uzun siirede buldugu (swrasiyla
p=0,023<0,05 p=0,009<0,05), travma+ MK-801 grubundaki si¢anlarin ise travma
grubuna gore platformu daha kisa siirede buldugu fakat grup ortalamalar:1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedigi bulunmustur (p>0.05). Yiizme hizi
acisindan 4. gliniin sonunda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemistir. Travma+ MK-801 grubunun hedef kadranda gegirdigi siirenin travma

grubuna kiyasla daha uzun oldugu, ayrica travma grubunun hedef kadranda gecirdigi
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stirenin diger gruplara gore istatistiksel anlamli olarak daha kisa oldugu belirlenmistir
(p=0,018<0,05).

Oneri olarak; Calismanin morfolojik, histolojik, biyokimyasal ve davranis
sonuglari, 6zellikle kontrol ve travma grubu arasindaki farkliliklar olusturulan travma
modelinin uygulamasinda bir problem olmadigmi desteklemektedir. Calismamiz bu
modelde olusturulan kafa travmasma karst MK-801’in morfolojik, histolojik,
biyokimyasal ve davranis testleri agisindan kronik donemdeki etkilerini arastiran ilk
calismadir. Calismada buldugumuz bulgular sicanlarda kafa travmasi sonucu
uygulanan tek doz i.p. 1 mg/kg dozdaki MK-801"in kronik donemde travma ile olusan
morfolojik, histolojik, biyokimyasal ve davranis bozukluklari iizerine etkili
olabilecegini gostermektedir. Bu sonuglar literatiirde MK-801’in deney hayvanlarinda
kafa travmasina kars1 gésterdigi akut donem koruyucu etkilerle uyumludur.

MK-801’in kafa travmasi sonucu ortaya c¢ikan koruyucu etkileri deney
hayvanlarinda g¢alisilirken, akut donemde bu ilacin deney hayvanlarmmda psikotik
etkileri gozlenmistir. Ayrica MK-801 ¢ocuklarda kafa travmasi sonrasinda tedavi
amaci ile kullanilmig fakat lokomotor aktivitede artis ve psikotik etkileri gozlenmis ve
tedavi amaci ile kullanimi terk edilmistir. Oysa bizim c¢aligmamizda MK-801
uygulamasi sonrasinda uzun siireli etkiler degerlendirildiginde, deney kapsaminda
kullanilan davranig testlerinde lokomotor aktivitede artis olmasina ragmen psikotik
etkiler gdzlenmemistir. Kafa travmasi sonras1t MK-801’in deney hayvanlarinda uzun
stireli noroprotektif etkileri aragtirilirken psikotik etkilerin varlig1 daha hassas testlerle

degerlendirilmesi literatiire onemli katkilar saglayabilir.
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